Estudo da variabilidade genética da CDR H3 em anticorpos anti-DNA no contexto das famílias murinas  VH10 e VH4 by Costa, Maria Beatriz Walter
Universidade de Bras´ılia
Instituto de Cieˆncias Biolo´gicas
Departamento de Biologia Celular
Programa de Po´s Graduac¸a˜o em Biologia Molecular
Estudo da variabilidade gene´tica da CDR
H3 em anticorpos anti-DNA no contexto
das famı´lias murinas VH10 e VH4
Maria Beatriz Walter Costa
Bras´ılia, 4 de julho de 2012
Universidade de Bras´ılia
Instituto de Cieˆncias Biolo´gicas
Departamento de Biologia Celular
Programa de Po´s Graduac¸a˜o em Biologia Molecular
Estudo da variabilidade gene´tica da CDR
H3 em anticorpos anti-DNA no contexto
das famı´lias murinas VH10 e VH4
Dissertac¸a˜o apresentada no Departamento
de Biologia Celular do Instituto de Cieˆncias
Biolo´gicas da Universidade de Bras´ılia como
requisito parcial para a obtenc¸a˜o do grau de
Mestre em Biologia Molecular






Bras´ılia, 4 de julho de 2012
Dissertac¸a˜o de mestrado sob o t´ıtulo “Estudo da variabilidade gene´tica da CDR H3 em
anticorpos anti-DNA no contexto das famı´lias murinas VH10 e VH4” defendida por Maria
Beatriz Walter Costa no dia 6 de Junho de 2012 em Bras´ılia, pela banca examinadora
constitu´ıda pelos doutores Antoˆnio Francisco Arau´jo, Wanessa Carvalho e Soˆnia Freitas.
Marcelo Br´ıgido (CEL-IB/UnB)
orientador
Taina´ Raiol e Andrea Maranha˜o
(CEL-IB/UnB)
co-orientadoras





Suplente efetiva da banca examinadora
Dedico este trabalho a` minha ma˜e
Agradecimentos
Em primeiro lugar gostaria de agradecer aos meus pais, Joa˜o e Mia, pelo apoio incon-
dicional ao longo de toda essa jornada, que na˜o durou somente dois anos, mas sim vinte
e quatro. So´ foi poss´ıvel cumprir mais essa etapa apo´s longos anos de estudo, dedicac¸a˜o
e preparac¸a˜o. Agradec¸o profundamente a orientac¸a˜o e o apoio que me deram, e acima de
tudo os exemplos, na˜o so´ de trabalho a´rduo, mas tambe´m do prazer em aprender. Estou
extremamente feliz com essa jornada, especialmente de teˆ-la cumprida ao lado de voceˆs.
A conviveˆncia com v´ıdeos de cirurgias e com grafos deve ter algum efeito curioso na mente
de uma crianc¸a, e esta deve se consistir no trauma ou na inspirac¸a˜o (ou em ambos...).
Bem, no caso em questa˜o, acho que me fez despertar para a Cieˆncia. Muito obrigada!
Um agradecimento muito especial aos meus queridos pais cient´ıficos Marcelo, Taina´
e Andrea, que me ensinaram muito mais do que te´cnicas de Biologia Molecular ou de
Bioinforma´tica, mas sim em como pensar. Tenho muito orgulho de ter sido formada por
mentes ta˜o iluminadas e por pessoas com tanta paixa˜o e dedicac¸a˜o a` Biologia.
Agradec¸o profundamente aos meus avo´s, Tutu, Walter im memoriam, Bia e Geraldo
que me deram muito carinho e valios´ıssimas e felizes memo´rias. Cada um participou da
minha vida de maneira u´nica e tornou a minha existeˆncia muito mais rica e completa.
Meus queridos e inestima´veis irma˜ozinhos, muito obrigada! Luluzinha e Kika˜o, voceˆs
fizeram a minha vida muito mais divertida e tumultuada. Com certeza verei grandes
feitos de voceˆs por a´ı. Um grande beijo e amo voceˆs.
Querido Mikael Lemos, te agradec¸o muit´ıssimo pelo apoio, pelo carinho e por todo o
resto. Voceˆ foi fundamental para mim durante todo esse processo e espero que possamos
realizar tambe´m outras coisas juntos. Ich liebe dich, meine liebe.
Agradec¸o muito a`s minhas amigas/irma˜s queridas Gale´ e Hofmann, que tomaram um
lugar especial no meu corac¸a˜o desde que apareceram na minha vida no parquinho do
Leonardo, ha´ quase 15 anos.
Meus queridos padrinhos tia Marisa e tio To˜e, muito obrigada por todo o amor que
me deram e tambe´m por dividirem comigo suas grandes paixo˜es, foram muitos patchworks
e muitas poesias, que certamente deram um colorido a` minha mente “exata”.
Muito obrigada ao “macro” tio Bruno e a` “micro” Nana, que estiveram presentes
nos meus primeiros passos cient´ıficos e foram incentivadores fundamentais para que eu
seguisse a carreira biolo´gica. Apesar de estar no mundo “micro”, no qual fui iniciada
em Goiaˆnia pela minha querida prima, jamais esquecerei das sa´ıdas de campo “macro”
atrave´s do cerrado em busca de Tabebuias com meu querido tio floresteiro.
Agradec¸o aos meus companheiros de lab e amigos da Bio e da Computac¸a˜o, Halian,
meu companheiro de jornada, Daniel Saad, Paulo Alvarez, mediador Jedi do Galaxy,
Felipe Lessa, Tu´lio, Ruben, Guttinho e Ina, Bia Ma, Tay, Galina, Adriane, Rafa Burtet,
Kelly Simi, Mariany, Camillo, Ba´rbara, Fernanda, Fla´via, Herdson, Yuri.
Agradec¸o a todos os professores e mestres que me ajudaram nessa busca sem fim do
conhecimento, especialmente ao professor Waldenor, por quem tenho imenso respeito e
admirac¸a˜o, ao Chico, Soˆnia, Wanessa, Werner, Roberto Togawa, Georgios e Nata´lia.
Muito obrigada tambe´m aos funciona´rios do IB que me ajudaram muito ao longo
de todo o processo: Ana, secreta´ria da Po´s-Graduac¸a˜o, dona Ivonildes, dona Fa´tima,
Thompson e Fernanda, do Laborato´rio de Biologia Molecular.
Agradec¸o aos meus queridos tios, por quem tenho imenso carinho e que sempre me
deram muito apoio: Tt, Walmir im memoriam, Linto im memoriam, Inez, Nelson, Gil,
De´bora, Carlinhos, Izabel, Luiz Henrique, Ma´rcia, Ta´ıs, Alo´ısio. Muito obrigada tambe´m
aos primos Ju´lia, Gui, Alex, Rafa (meu companheiro de Mestrado), Bernardo, Ariana
e Moˆnica (meus companheiros de Rock in Rio), Andre´, Marcelo, Marcinha, Belinha,
Aninha, Felipe, Noˆ, Henrique, Laila e Thea, e os muitos L’s: Le´o e Leandro Azevedo,
Luciano, Leandro Walter, Lia, Le´o Tostes, Lea e Liliana Werner.
Muito obrigada tambe´m a` linda famı´lia Guimara˜es, He´lia e Altamir, Ju´nior, Dani,
Iran, Gabriel, dona Elza e senhor Raimundo, que me receberam de brac¸os abertos e
sempre com muito carinho e cuidado.
Finalmente agradec¸o a` minha querid´ıssima amiga Sandriele, infelizmente tambe´m im
memoriam. A pessoa que tinha respostas para todas as minhas perguntas, e com quem







1 Introduc¸a˜o p. 18
1.1 Sistema imune: respostas inata e adaptativa . . . . . . . . . . . . . . . p. 19
1.2 Anticorpos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 19
1.2.1 Gerac¸a˜o da diversidade em anticorpos . . . . . . . . . . . . . . . p. 21
1.3 Sequ¨enciamento de alto-desempenho . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 24
1.4 Bioinforma´tica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 26
1.4.1 Pipelines de Bioinforma´tica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 27
2 Resultados Anteriores p. 29
2.1 Estudos de anticorpos anti-DNA no grupo de Imunologia Molecular . . p. 29
2.2 Expressa˜o de pept´ıdeos em fagos filamentosos: phage display . . . . . . p. 31
2.3 Gerac¸a˜o de bibliotecas de pept´ıdeos anti-DNA por meio de te´cnicas de
phage display . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 32
3 Objetivos p. 35
3.1 Objetivo Geral . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 35
3.2 Objetivos Espec´ıficos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 35
4 Material e Me´todos p. 36
4.1 Abordagem experimental . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 36
4.1.1 Material da abordagem experimental . . . . . . . . . . . . . . . p. 38
4.1.1.1 Bibliotecas de estudo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 38
4.1.1.2 Linhagem bacteriana . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 38
4.1.1.3 Vetor utilizado . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 38
4.1.1.4 Bacterio´fago auxiliar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 38
4.1.1.5 Oligonucleot´ıdeos utilizados para amplificac¸a˜o das bibli-
otecas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 38
4.1.1.6 Meios de cultura e soluc¸o˜es para bacte´rias . . . . . . . p. 39
4.1.1.7 Soluc¸o˜es e material para preparo de ce´lulas competentes
e transformac¸a˜o bacteriana . . . . . . . . . . . . . . . p. 40
4.1.1.8 Soluc¸o˜es e reagentes para eletroforese em gel de agarose p. 41
4.1.1.9 Marcadores moleculares para DNA . . . . . . . . . . . p. 41
4.1.1.10 Kits comerciais . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 42
4.1.1.11 Enzimas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 42
4.1.2 Me´todos da abordagem experimental . . . . . . . . . . . . . . . p. 42
4.1.2.1 Desenho de iniciadores com barcodes de identificac¸a˜o . p. 42
4.1.2.2 Amplificac¸a˜o das bibliotecas por PCR . . . . . . . . . p. 43
4.1.2.3 Ana´lise de DNA em gel de agarose . . . . . . . . . . . p. 43
4.1.2.4 Ligac¸a˜o de produtos de PCR . . . . . . . . . . . . . . p. 43
4.1.2.5 Ana´lise da clonagem . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 44
4.1.2.6 Preparac¸a˜o de ce´lulas eletrocompetentes . . . . . . . . p. 44
4.1.2.7 Preparac¸a˜o de fago auxiliar e reamplificac¸a˜o de biblio-
tecas de fagos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 45
4.1.2.8 Sequ¨enciamento de DNA Sanger ABI e ana´lise de sequ¨eˆncias p. 46
4.1.2.9 Preparac¸a˜o de amostras para sequ¨enciamento Illumina p. 46
4.1.2.10 Sequ¨enciamento de alto-desempenho Illumina . . . . . p. 46
4.2 Abordagem de Bioinforma´tica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 47
4.2.1 Preparac¸a˜o dos dados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 47
4.2.1.1 Filtragem por qualidade . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 47
4.2.1.2 Classificac¸a˜o das sequ¨eˆncias . . . . . . . . . . . . . . . p. 49
4.2.2 Ana´lise dos dados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 50
4.2.2.1 Variabilidade das bibliotecas . . . . . . . . . . . . . . . p. 50
4.2.2.2 Composic¸a˜o da CDR H3 e enriquecimento de sequ¨eˆncias p. 52
4.2.2.3 Ca´lculo da divergeˆncia de Kullback-Leibler . . . . . . . p. 53
4.2.2.4 Demais ferramentas utilizadas . . . . . . . . . . . . . . p. 56
5 Resultados p. 58
5.1 Preparac¸a˜o de amostras com a introduc¸a˜o de barcodes de identificac¸a˜o . p. 58
5.2 Panorama geral das sequ¨eˆncias Illumina . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 60
5.3 Classificac¸a˜o das sequ¨eˆncias entre as bibliotecas . . . . . . . . . . . . . p. 61
5.4 Ana´lise de composic¸a˜o da regia˜o correspondente a` CDR H3 . . . . . . . p. 64
5.5 Variabilidade das bibliotecas de estudo . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 67
5.6 Selec¸a˜o de pept´ıdeos contra DNA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 71
5.7 Ana´lise de padro˜es em anticorpos ligantes a a´cidos nucle´icos . . . . . . p. 74
6 Discussa˜o p. 77
7 Concluso˜es e Perspectivas p. 81
7.1 Concluso˜es . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 81
7.2 Perspectivas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . p. 82
Refereˆncias p. 83
Resumo
O conhecimento sobre as interac¸o˜es moleculares entre anticorpos com afinidade a
a´cidos nucle´icos e seus alvos ainda e´ muito limitado. Trabalhos anteriores do grupo de
Imunologia Molecular da Universidade de Bras´ılia de busca em bancos de dados apon-
tavam para uma prova´vel tendeˆncia de reconhecimento de a´cidos nucle´icos dos anticor-
pos pertencentes a` famı´lia murina de imunoglobulina de cadeia varia´vel pesada dez, ou
VH10. Portanto, para melhor entender esse comportamento, decidiu-se analisar bibliote-
cas de regio˜es determinantes de complementaridade treˆs de cadeia pesada, CDR H3, em
contextos das famı´lias murinas VH10 e VH4, antes e apo´s essas bibliotecas terem sido
selecionadas contra DNA fita simples. Desta forma, procurou-se compreender o compor-
tamento dessas duas famı´lias e de certos determinantes da CDR H3 no reconhecimento
de anticorpos a DNA. As bibliotecas de estudo foram submetidas a sequ¨enciamento de
alto-desempenho, utilizando-se a metodologia Illumina, e foram enta˜o analisadas por meio
de um pipeline de Bioinforma´tica. Esse pipeline consistiu na preparac¸a˜o das sequ¨eˆncias
FASTQ recebidas e na ana´lise posterior, sendo esta u´ltima composta por estudos de
variabilidade das bibliotecas, enriquecimento de sequ¨eˆncias apo´s a selec¸a˜o contra DNA,
divergeˆncia de Kullback-Leibler, comparac¸a˜o de padro˜es e composic¸a˜o da CDR H3. A
ana´lise revelou que a os padro˜es de sequ¨eˆncias selecionadas positivamente e negativamente
sa˜o muito semelhantes em VH10, e que este arcabouc¸o e´ menos estringente que VH4 em
relac¸a˜o a exigir sequ¨eˆncias de CDR H3 mais espec´ıficas a DNA. Portanto, concluiu-se que
a famı´lia VH10 apresenta tendeˆncia intr´ınseca a` formac¸a˜o de anticorpos anti-DNA, o que
na˜o ocorre com a famı´lia VH4.
Abstract
We still possess very little knowledge of the molecular interaction between anti-nucleic
acids and their targets. Previous research in databases made by the Molecular Immu-
nology group of the University of Brasilia has indicated a probable tendency of nucleic
acids’ recognition of the antibodies of the murine heavy chain immunoglobulin family
ten, VH10. Therefore, to better understand this behaviour, we analysed libraries of he-
avy chain complementarity determinig region three, CDR H3, in the context of the murine
families VH10 and VH4, before and after these libraries have been selected against DNA
single strand. In this manner, we sought to understand the behaviour of these families
and of certain CDR H3 features in the antibody’s recognition of DNA. The libraries were
submitted to deep-sequencing Illumina platform and then analysed by a Bioinformatics
pipeline. The pipeline was comprised in the preparation of the FASTQ Illumina sequences
and in an afterwards analysis, which consisted in studies of library variability, sequence
enrichment, Kullback-Leibler divergence, pattern comparison and CDR H3 composition.
Analysis revealed that the patterns of the positive and negative selected groups are simi-
lar in VH10 and that this framework is more stringent than VH4 in demanding CDR H3
sequences that are more DNA-specific. Therefore, it was concluded that the VH10 family
presents an intrinsic tendency to form anti-DNA antibodies, which does not occur with
the VH4 family.
“But I don’t want to go among mad people”, Alice remarked.
“Oh, you can’t help that”, said the Cat: “we’re all mad here. I’m mad. You’re mad.”
“How do you know I’m mad?”, said Alice.
“You must be”, said the Cat, “or you wouldn’t have come here.”
Alice’s Adventures in Wonderlands, Lewis Carroll
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FR Arcabouc¸o (Framework)



























pb Par de base




rpm Rotac¸o˜es por minuto
RNA A´cido ribonucle´ico
scFv Fragmento varia´vel de anticorpo de cadeia u´nica
T Timina
Tris Tri (hidroximetil) aminometano
UTR Regia˜o na˜o traduzida do gene
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1 Introduc¸a˜o
O conhecimento sobre as interac¸o˜es moleculares entre anticorpos anti-a´cidos nucle´icos
e seus alvos ainda e´ muito limitado. A literatura sugere que a famı´lia varia´vel murina de
cadeia pesada de imunoglobulina VH10 apresenta tendeˆncia intr´ınseca de ligar-se a a´cidos
nucle´icos (Guedes, 2009; Maranha˜o, 2001; Br´ıgido e Stollar, 1991). Tal tendeˆncia foi ob-
servada anteriormente pelo grupo de Imunologia Molecular da Universidade de Bras´ılia
em pesquisa realizada em banco de dados, onde verificou-se que cerca de 59,5% dos an-
ticorpos que continham VHs pertencentes a` famı´lia VH10 eram descritos como ligantes
a algum tipo de a´cido nucle´ico. Em contrapartida, tal descric¸a˜o na˜o foi encontrada para
nenhum anticorpo presente em bancos de dados que utilizava a famı´lia VH4 (Guedes,
2009). Tal observac¸a˜o suporta a ide´ia de que ha´ determinantes estruturais na sequ¨eˆncia
dos segmentos geˆnicos varia´veis da famı´lia VH10 que asseguram o reconhecimento de
a´cidos nucle´icos.
Dentre as regio˜es determinantes de complementaridade das imunoglobulinas, a regia˜o
treˆs de cadeia pesada, CDR H3, e´ a porc¸a˜o mais hipervaria´vel e contribui de maneira
decisiva na ligac¸a˜o com o ant´ıgeno (Zemlin et al., 2003). Desta forma, este trabalho
tem como objetivo analisar o comportamento de ligac¸a˜o a DNA de anticorpos contendo
bibliotecas de CDR H3 nos contextos das famı´lias murinas VH10 e VH4. Essas bibliotecas,
geradas previamente por meio da te´cnica de phage display e submetidas a` selec¸a˜o pela
capacidade de ligac¸a˜o a DNA fita simples, foram sequ¨enciadas na plataforma Illumina de
sequ¨enciamento de alto-desempenho. A ana´lise destas sequ¨eˆncias foi feita por meio de
um pipeline computacional de Bioinforma´tica. Pela comparac¸a˜o entre as bibliotecas, foi
caracterizada a importaˆncia das famı´lias VH10 e VH4 na ligac¸a˜o de anticorpos a DNA.
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1.1 Sistema imune: respostas inata e adaptativa
O sistema imunolo´gico e´ constitu´ıdo por ce´lulas e mole´culas que geram uma resposta
coordenada e interativa contra o aparecimento de substaˆncias estranhas ao corpo. Existem
diversos tipos de respostas imunes, sendo que estas sa˜o moduladas por diferentes fatores,
como por exemplo a natureza do pato´geno. Tambe´m sa˜o levados em considerac¸a˜o se o
mesmo pato´geno ja´ infectou o corpo anteriormente, se este esta´ confinado a determinado
tecido ou se ja´ chegou a` corrente sangu¨´ınea (Cohen, 2007).
Em vertebrados, a defesa contra pato´genos e´ mediada por reac¸o˜es imediatas da imu-
nidade inata, e por reac¸o˜es mais tardias da imunidade adaptativa. A imunidade inata
e´ caracterizada por mecanismos geneticamente programados que reconhecem padro˜es in-
varia´veis do invasor, pore´m na˜o distinguem diferenc¸as finas entre eles, alguns componentes
dessa resposta sa˜o, por exemplo, os epite´lios e ce´lulas fagoc´ıticas. Por outro lado, a imu-
nidade adaptativa detecta padro˜es quase invaria´veis de um microorganismo de uma dada
classe, e faz isso por meio do reconhecimento de ant´ıgenos do invasor por meio de re-
ceptores celulares. Ant´ıgeno e´ uma substaˆncia que induz respostas imunes espec´ıficas ou
que sa˜o alvos dessas respostas. Os principais componentes da resposta imune adaptativa
sa˜o os linfo´citos T e B e seus produtos de secrec¸a˜o, tais como os anticorpos (Iwasaki e
Medzhitov, 2010).
1.2 Anticorpos
Os anticorpos, ou imunoglobulinas, sa˜o secretados exclusivamente pelos linfo´citos B
apo´s a sua ativac¸a˜o, que ocorre apo´s o encontro e ligac¸a˜o do seu receptor celular com
o ant´ıgeno. Estes sa˜o produzidos em bilho˜es de formas, cada uma com uma sequ¨eˆncia
de aminoa´cidos e um s´ıtio diferente de ligac¸a˜o ao ant´ıgeno. A sua estrutura e´ composta
basicamente de duas cadeias leves, L, e duas pesadas, H. Ha´ uma dupla funcionalidade
relacionada a` essa estrutura, sendo que a extremidade amino-terminal se liga ao ant´ıgeno,
enquanto que a extremidade C-terminal e´ constante e e´ reconhecida por ce´lulas efetoras
do sistema imune (figura 1a). A porc¸a˜o ligante ao ant´ıgeno, denominada paratopo, e´ a
frac¸a˜o varia´vel da mole´cula e e´ formada pelos domı´nios varia´veis de ambas as cadeias leve,
L, e pesada, H. Por manipulac¸o˜es gene´ticas, essa porc¸a˜o pode ainda ser expressa na forma





Figura 1: Representac¸a˜o esquema´tica e composic¸a˜o da mole´cula de imunoglo-
bulina, com destaque para as regio˜es determinantes de complementaridade.
(a) As regio˜es de ligac¸a˜o ao ant´ıgeno, Fab, sa˜o compostas pelas cadeias leve, L, e pesada,
H, enquanto que a regia˜o efetora, Fc, e´ composta somente da cadeia pesada (adaptado
de Maranha˜o e Br´ıgido, 2001). (b) Fragmento varia´vel de cadeia u´nica de um anticorpo,
scFv, obtido por meio de manipulac¸a˜o gene´tica (adaptado de Maranha˜o e Br´ıgido, 2001).
(c) As regio˜es determinantes de complementaridade cadeias leve e pesada, CDR L1 a 3 e
CDR H1 a 3 de um scFv esta˜o representadas na forma de alc¸as coloridas, enquanto que
o ant´ıgeno de ligac¸a˜o esta´ representado em cinza. Os res´ıduos do scFv que participam da
interac¸a˜o com o ant´ıgeno esta˜o representados na forma de modelo de basta˜o, com desta-
que para os res´ıduos dos arcabouc¸os um, dois e treˆs, F1, F2 e F3 (adaptado de Wilkinson
et al., 2009).
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Modelos tri-dimensionais mostram que o domı´nio varia´vel da imunoglobulina apre-
senta uma estrutura estendida alternada com alc¸as, ou loops, em ingleˆs. Existem seis
alc¸as no total, sendo que treˆs esta˜o contidas na cadeia leve e treˆs na pesada. As alc¸as se
projetam para o solvente e contribuem com a grande maioria das interac¸o˜es moleculares
com o ant´ıgeno. A maior parte das CDRs esta˜o co-localizadas nestas alc¸as, onde esta´
concentrada a diversidade entre as mole´culas de imunoglobulinas. As CDRs sa˜o ainda
delimitadas por regio˜es relativamente conservadas, os arcabouc¸os, em ingleˆs frameworks
(figura 1c), (Wilkinson et al., 2009).
As CDRs 1 e 2 possuem codificac¸a˜o germinal e dependem da famı´lia do gene V para
obter sua variabilidade. Por outro lado, a CDR 3 e´ a mais hipervaria´vel, pois e´ formada
a partir da recombinac¸a˜o dos segmentos geˆnicos do locus de imunoglobulina. A CDR 3
da cadeia leve e´ formada a partir dos dois segmentos V e J, enquanto que a CDR 3 de
cadeia pesada e´ formada a partir dos treˆs segmentos V, D e J. Ale´m da recombinac¸a˜o
desses segmentos, a variac¸a˜o da CDR H3 tambe´m e´ causada pela diversidade juncional
gerada pela remoc¸a˜o de nucleot´ıdeos nas junc¸o˜es entre os segmentos V e D e D e J. Essa
variac¸a˜o de formas e´ essencial para o reconhecimento dos diferentes ant´ıgenos e proveˆm
essencialmente dos processos de recombinac¸a˜o V(D)J e da hipermutac¸a˜o soma´tica (Li et
al., 2003; Maranha˜o e Br´ıgido, 2001).
1.2.1 Gerac¸a˜o da diversidade em anticorpos
As ce´lulas B sa˜o as ce´lulas secretoras de anticorpos do sistema imune e possuem em
suas membranas celulares receptores que teˆm o mesmo s´ıtio de ligac¸a˜o ao ant´ıgeno que
os anticorpos secretados. Os loci que codificam os receptores dessas ce´lulas sa˜o os da
cadeia pesada de imunoglobulina, IgH, da cadeia leve, IgL, Igκ e Igλ. Eles devem ser
produzidos de forma que apresentem afinidade e especificidade aos mu´ltiplos ant´ıgenos
dos pato´genos invasores, e para isso, o sistema imune desenvolveu n´ıveis hiera´rquicos de
evoluc¸a˜o molecular, sendo que os principais sa˜o a recombinac¸a˜o V(D)J e a hipermutac¸a˜o
soma´tica. Estes sa˜o eventos que geram a diversidade necessa´ria para o reconhecimento de
cada poss´ıvel ant´ıgeno que possa entrar em contato com o organismo (Sun, Earl e Deem,
2005).
A recombinac¸a˜o V(D)J e´ o evento responsa´vel pela composic¸a˜o da regia˜o varia´vel dos
genes de receptor e envolve mu´ltiplos segmentos germinais dos treˆs genes, V, D e J. Ha´
uma etapa inicial de quebra da dupla-fita de DNA feita pela endonuclease RAG, a qual e´
formada pelos genes RAG1 e RAG2 (abreviac¸o˜es de genes de ativac¸a˜o de recombinac¸a˜o
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um e dois). O complexo RAG realiza essas quebras no DNA se guiando em locais de
sinalizac¸a˜o nas bordas entre dois segmentos codificadores. Estes locais de sinalizac¸a˜o pos-
suem bases conservadas separadas por dois espac¸amentos que possuem respectivamente
12 e 23 pares de bases menos conservados. Posteriormente e´ feito ainda um processa-
mento nas extremidades das fitas quebradas, que sa˜o reparadas por prote´ınas de junc¸a˜o
de extremidades ubiquitariamente expressas na ce´lula (Jung et al., 2006).
O locus murino de cadeia pesada de imunoglobulina, IgH, tem aproximadamente 3
Mb e se localiza pro´ximo a` regia˜o telome´rica do cromossomo 12. Cerca de 150 segmentos
geˆnicos compo˜em as 14 famı´lias murinas VH, que se distribuem em cerca de 2,7 Mb a
montante dos segmentos geˆnicos DH (figura 2a). Na recombinac¸a˜o V(D)J da cadeia pe-
sada de imunoglobulina, primeiro os segmentos D e J se unem, e por u´ltimo o segmento V
se une ao DJ, formando V(D)J (figura 2b). A maior parte do e´xon varia´vel IgH e´ formado
pelo segmento germinal VH, que comporta as regio˜es determinantes de complementari-
dade um e dois, CDR H1 e CDR H2. Ja´ CDR H3 e´ codificada pela regia˜o juncional de
VH, DH e JH, o que gera maior variabilidade (figura 2c). A hipermutac¸a˜o soma´tica, por
sua vez, ocorre apo´s os eventos de recombinac¸a˜o geˆnica, expressa˜o das cadeias do receptor
e ligac¸a˜o com o ant´ıgeno. Neste evento, nucleot´ıdeos randoˆmicos sofrem mutac¸a˜o, para
aumentar a especificidade do receptor ao ant´ıgeno (Sun, Earl e Deem, 2005).
A especificidade do receptor, e tambe´m do anticorpo, ao ant´ıgeno depende de sua
estrutura tercia´ria, que sera´ determinada pela sequ¨eˆncia prima´ria de bases existente no
DNA da ce´lula. E´ poss´ıvel portanto, estudar a especificidade de um anticorpo, ou grupo
de anticorpos, a um determinado ant´ıgeno, por meio do estudo da sequ¨eˆncia de DNA. O
sequ¨enciamento e´ uma te´cnica bastante estabelecida na Biologia Molecular, e permite a
elucidac¸a˜o do co´digo contido nesta mole´cula. Existem diversas metodologias diferentes
que realizam o sequ¨enciamento, cada uma com suas particularidades. Exemplos sa˜o a
tradicional te´cnica Sanger e a mais recente te´cnica de alto-desempenho.
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Assembly and expression of IgH genes. (a) Variable (VH), diversity (DH), and joining ( JH) gene segments
are shown, along with their flanking recombination signal sequences (RSs). RS heptamers are depicted as
yellow triangles, whereas RS nonamers are depicted as white triangles. Spacer lengths are indicated above
the various RSs. (b) Location of the three complementarity determining regions (CDRs) on the
assembled VHDJH exon is shown. Transcription initiates upstream of the assembled VHDJH exon and
proceeds through the four Cµ exons and the membrane (m) and secreted (s) exons. Possible splicing
events are indicated.
VHDJH rearrangements place the VH ATG
in-frame with the coding sequence of the JH
gene segment to generate a µ protein (termed
productive; Figure 2). Out-of-frame re-
arrangements encode full-length and pro-
cessed transcripts but cannot encode a full-
length heavy chain protein and, therefore, are
termed nonproductive. Nonproductive rear-
rangements, which figure significantly into
mechanisms that regulate IgH locus V(D)J
recombination, can therefore be considered a
necessary by-product of the imprecise mech-
anisms that create junctional diversity.
VH and JH gene segments are flanked by 23
RSs, whereas DH gene segments are flanked
on both sides by 12 RSs. The 12/23 rule
therefore dictates that the vast majority of
IgH locus rearrangements involving VH gene
segments will contain a DH gene segment
sandwiched between a VH and a JH gene seg-
ment (Figure 2a) (11, 19). Inversional DH
to JH rearrangements, which are technically
permitted by the 12/23 rule, have been de-
scribed (20–22), but the vast majority of DH
to JH joints occur by deletion (21, 22). Inves-
tigators have suggested that RS preferences
may underlie this bias, as JH 23 RSs dis-
played a roughly 20-fold preference for 3′ DH
12 RSs versus 5′ DH 12 RSs in transfected
recombination substrates (23, 24). Another
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Figura 2: R presentac¸a˜ esque a´tica o locus IgH murino e formac¸a˜o dos gen s
de receptor de nt´ıge o de ce´lulas B (adaptado de Jung, 2006). (a) Esquema-
tizac¸a˜o do locus IgH murino. (b) Montagem e expr ssa˜o dos genes IgH muri os por meio
da recombinac¸a˜o V(D)J. (c) Segmentos geˆnicos responsa´veis pela codificac¸a˜o das treˆs
regio˜es determinantes de complementaridade.
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1.3 Sequ¨enciamento de alto-desempenho
Na final da de´cada de 1990, a identificac¸a˜o de sequ¨eˆncias de DNA era feita principal-
mente pela tecnologia de sequ¨enciamento semi-automa´tico Sanger, baseado em capilares
(Swerdlow et al., 1990). Exemplos de aparelhos dessa te´cnica sa˜o o ABI e o MegaBACE.
Nesta tecnologia e´ preciso preparar as amostras por meio de um laborioso processo de
clonagem de DNA, sendo que o sequ¨enciamento e´ feito em placas de 96 ou 384 amostras,
limitando o processo de paralelizac¸a˜o. O aparelho gera um cromatograma de detecc¸a˜o de
espectros fluorescentes emitidos durante o sequ¨enciamento (figura 3a). Posteriormente,
um software interpreta o cromatograma e gera uma sequ¨eˆncia de DNA juntamente com
probabilidades de erro associadas a` leitura de cada base. Apo´s treˆs de´cadas de melhorias,
a tecnologia Sanger determina sequ¨eˆncias de ate´ 1.000 pb e tem uma acura´cia de ate´
99,999%, calcula-se ainda que o prec¸o de sequ¨enciamento de um Mb se aproxime de 500
do´lares (Shendure e Ji, 2008).
Os softwares que fazem a leitura de bases sa˜o fundamentais em qualquer processo de
sequ¨enciamento. O Phred realiza essa func¸a˜o na tecnologia Sanger e designa um score de
qualidade para cada leitura de base. Esses scores variam de 4 ate´ 60, com valores maiores
correspondendo a uma melhor qualidade. Qualidade Phred igual a 10, por exemplo, re-
presenta uma probabilidade 1 em 10 de que determinada base seja lida incorretamente, ou
seja, a acura´cia da leitura e´ de 90%. Qualidade Phred igual a 20, representa probabilidade
de 1 em 100 que a base seja lida incorretamente, sendo a acura´cia neste caso igual a 99%,
e assim por diante (Phred-homepage, 2012; Ewing et al., 1998).
Em comparac¸a˜o com o sequ¨enciamento Sanger, a recente tecnologia de sequ¨encia-
mento de nova gerac¸a˜o, ou alto-desempenho, e´ considerada muito mais pra´tica e compe-
titiva em termos de custo-benef´ıcio. Ela pode ser resumida como ciclos de manipulac¸o˜es
enzima´ticas e gerac¸a˜o de colec¸o˜es de imagens. Existem diversas te´cnicas bioqu´ımicas
usadas para esse tipo de sequ¨enciamento, e consequ¨entemente, diversos aparelhos, como
o Illumina, o 454 da Roche, o SOLiD da Applied Biosystems e o HeliScope da Helicos,
entre outros. Entretanto, o fluxo de funcionamento desses aparelhos e´ conceitualmente
semelhante (figura 3b). Considerando a quantidade de sequ¨eˆncias geradas, os tamanhos
de fragmentos sequ¨enciados e o custo, estes variam bastante de acordo com a plataforma
utilizada. Por exemplo, o 454 gera de 1,5 a 2 milho˜es de fragmentos de 300 a 600 pares
de base a um custo me´dio de 60 do´lares por megabase, enquanto que o sequ¨enciamento
Illumina gera de 15 a 250 milho˜es de fragmentos de 36 a 150 pares de base a um custo
me´dio de 2 do´lares por megabase (Shendure e Ji, 2008).
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Figura 3: Fluxo de funcionamento das tecnologias de sequ¨enciamento Sanger
convencional e de alto-desempenho (adaptado de Shendure e Ji, 2008). (a) No
sequ¨enciamento tradicional Sanger, o DNA de interesse e´ clonado num vetor plasmidial.
Para cada reac¸a˜o de sequ¨enciamento, uma u´nica coloˆnia e´ escolhida e o DNA plasmidial e´
isolado. Em cada ciclo de sequ¨enciamento, gera-se uma se´rie de produtos marcados com
bases ddNTP, os quais sa˜o submetidos a uma eletroforese de alta-resoluc¸a˜o para separac¸a˜o
dos produtos. As bases fluorescentes sa˜o lidas por um detector que gera um cromatograma
de leitura de bases. (b) Na tecnologia de alto-desempenho, o DNA e´ fragmentado e
adaptadores sa˜o adicionados a`s sequ¨eˆncias. Essas milho˜es de sequ¨eˆncias sa˜o imobilizadas
numa placa, sendo que cada sequ¨eˆncia se transforma num conjunto diferente, em ingleˆs:
cluster. Espectros fluorescentes sa˜o emitidos a cada etapa de incoporac¸a˜o de nucleot´ıdeos
e a cada etapa e´ feita uma imagem. Cada posic¸a˜o na imagem representa uma base de um
conjunto de sequ¨eˆncia diferente, e a ordem das imagens e´ utilizada para gerar a sequ¨eˆncia
de bases.
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O sequ¨enciamento Illumina e´ feito pela te´cnica da PCR em ponte, na qual adaptadores
sa˜o adicionados a`s sequ¨eˆncias que se deseja identificar e fixados num substrato so´lido,
para que cada produto da PCR em ponte se mantenha imobilizado dentro da canaleta
do sequ¨enciamento. Milho˜es de conjuntos de sequ¨eˆncias sa˜o amplificados, sendo que
cada conjunto representa uma sequ¨eˆncia diferente dentro da mesma canaleta. As fitas
de DNA sa˜o linearizadas e a DNA polimerase faz a extensa˜o de um nucleot´ıdeo por vez.
Esses nucleot´ıdeos sa˜o modificados para possu´ırem uma marcac¸a˜o qu´ımica fluorescente
que determina a identidade do nucleot´ıdeo incorporado por meio do comprimento de
onda emitido. Os comprimentos de onda sa˜o captados por uma caˆmara CCD, charge-
coupled device, e transformados em imagens. Cada ponto fixo na imagem representa um
conjunto de sequ¨eˆncia, de forma que a sequ¨eˆncia nucleot´ıdica pode ser lida a partir da
se´rie de imagens geradas (Mardis, 2008).
Uma das vantagens dessa te´cnica e´ a imensa quantidade de sequ¨eˆncias geradas, o
que fornece uma excelente cobertura das amostras sequ¨enciadas. Pore´m, isso gera novos
problemas, como o processamento, a ana´lise e o armazenamento da imensa quantidade
de dados obtida. Portanto, sa˜o necessa´rias ferramentas computacionais muito mais sofis-
ticadas e maior poder de processamento (Trapnell e Salzberg, 2009).
1.4 Bioinforma´tica
A Bioinforma´tica e´ um campo interdisciplinar que envolve as a´reas de Biologia Mo-
lecular, Estat´ıstica, Matema´tica e Cieˆncia da Computac¸a˜o, entre outras, e tem como
objetivo a ana´lise de dados biolo´gicos, entre eles sequ¨eˆncias nucleot´ıdicas ou prote´icas e
a predic¸a˜o de estruturas e func¸o˜es de macromole´culas. Por ser uma a´rea interdisciplinar,
a Bioinforma´tica requer habilidades de diferentes campos de pesquisa. Predic¸o˜es feitas
in silico, ou no ambiente computacional, devem ser verificadas in vivo ou in vitro no am-
biente de laborato´rio, ou enta˜o, dados adquiridos in vivo podem ser analisados in silico
(Setu´bal e Meidanis, 1997).
A Bioinforma´tica pode ser definida como (i) desenvolvimento de me´todos compu-
tacionais para o estudo de func¸a˜o, evoluc¸a˜o e estrutura de prote´ınas, genes e genomas
e (ii) desenvolvimento de me´todos para manutenc¸a˜o e ana´lise de informac¸o˜es biolo´gicas
advindas de experimentos de genoˆmica e sequ¨enciamento. Esta e´ uma disciplina bem esta-
belecida e lida com informac¸o˜es muito heterogeˆneas como imagens, diagramas, esquemas e
especialmente textos, que podem ser estruturados ou na˜o-estruturados. Os arquivos-texto
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de Bioinforma´tica podem ter diversos formatos, como por exemplo, o FASTA, que pode
conter sequ¨eˆncias de DNA, RNA ou prote´ına. O formato que armazena as sequ¨eˆncias ad-
vindas de sequ¨eˆnciamento Illumina e´ o FASTQ, que e´ uma extensa˜o simples do FASTA, no
qual ale´m das sequ¨eˆncias, sa˜o armazenadas tambe´m pontuac¸o˜es de qualidade associadas
a cada base, em ingleˆs quality scores (Cock et al., 2010; Higgs e Attwood, 2005).
As informac¸o˜es geradas por projetos de Bioinforma´tica ou Biologia Molecular sa˜o
armazenadas em reposito´rios, ou bancos de dados dispon´ıveis na internet, para disse-
minac¸a˜o do conhecimento para a comunidade cient´ıfica. Ale´m disso, atualmente muitas
ferramentas esta˜o sendo desenvolvidas para lidar com a revoluc¸a˜o que ocorreu nos u´ltimos
anos na gerac¸a˜o de informac¸o˜es biolo´gicas, causada principalmente pelos sequ¨enciadores
de alto-desempenho (Romano, Giugno e Pulvirenti, 2011).
1.4.1 Pipelines de Bioinforma´tica
Um procedimento usual para a ana´lise de amostras obtidas a partir de sequ¨enciamento
de alto-desempenho e´ a execuc¸a˜o de um pipeline computacional. Pipeline e´ um conceito
utilizado em Cieˆncia da Computac¸a˜o quando os resultados de uma fase constitutem as
entradas da pro´xima fase. Um exemplo de pipeline para projetos de alto-desempenho e´
constitu´ıdo pelas fases: (i) filtragem, (ii) montagem, (iii) mapeamento e (iv) anotac¸a˜o.
Durante cada uma dessas etapas sa˜o utilizadas ferramentas adequadas a` cada problema.
No exemplo citado anteriormente, os problemas sa˜o a filtragem das sequ¨eˆncias por qua-
lidade, a montagem de sequ¨eˆncias maiores a partir das originais, o mapeamento das
sequ¨eˆncias da montagem em um genoma de refereˆncia e a ana´lise. No entanto, e´ de suma
importaˆncia frisar que o pipeline e´ extremamente flex´ıvel, e deve ser cuidadosamente de-
senvolvido para se adequar a`s necessidades de cada projeto. Exemplos de pipelines de
Bioinforma´tica com propo´sitos diversos seguem abaixo.
Para fazer um mapeamento de s´ıtios de splicing alternativo ao longo de todo o ge-
noma da espe´cie vegetal Arabidopsis thaliana, transcritomas de diferentes tecidos desse
organismo em diferentes condic¸o˜es de cultivo foram submetidos a sequ¨enciamento de alto-
desempenho Illumina. Primeiramente, retirou-se os adaptadores das sequ¨eˆncias, as quais
foram enta˜o filtradas por qualidade. Depois, as sequ¨eˆncias foram alinhadas no genoma
de refereˆncia. Aquelas que na˜o puderam ser alinhadas diretamente foram comparadas
com sequ¨eˆncias previamente anotadas. Quando na˜o era encontrada correspondeˆncia, a
sequ¨eˆncia era submetida a um novo alinhamento no genoma de refereˆncia por um outro
programa que detecta novas regio˜es de splicing. Finalmente os modelos geˆnicos foram
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gerados e visualizados (Filichkin et al., 2010).
Um mapeamento de regio˜es de splicing alternativo tambe´m foi feito para ce´lulas hu-
manas, sendo essas de rim, HEK-293T, e de linfo´citos B, Ramos B, por meio de sequ¨en-
ciamento de transcritoma em plataforma Illumina. As sequ¨eˆncias foram mapeadas no
genoma de refereˆncia, de forma a avaliar n´ıveis de expressa˜o, que foram comparados com
outras informac¸o˜es experimentais. Por fim, testes estat´ısticos foram realizados para va-
lidac¸a˜o dos modelos propostos para a expressa˜o geˆnica dessas ce´lulas (Sultan et al., 2008).
Te´cnicas de Bioinforma´tica associadas ao sequ¨enciamento de alto-desempenho tambe´m
possibilitam a ana´lise simultaˆnea de mais de um genoma no mesmo experimento, como
por exemplo, no caso de simbiontes bacterianos e de seus hospedeiros eucariotos. Apo´s
a etapa de filtragem de sequ¨eˆncias, e´ feita a montagem, que e´ seguida da separac¸a˜o de
sequ¨eˆncias por organismo e posterior anotac¸a˜o (Kumar e Blaxter, 2012).
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2 Resultados Anteriores
Neste cap´ıtulo, sera´ feito um histo´rico acerca dos estudos de anticorpos anti-DNA
feitos pelo grupo de pesquisa do Laborato´rio de Imunologia Molecular da Universidade
de Bras´ılia. As quatro bibliotecas de pept´ıdeos analisadas na presente Dissertac¸a˜o foram
criadas anteriormente por meio de tais pesquisas.
2.1 Estudos de anticorpos anti-DNA no grupo de
Imunologia Molecular
O grupo de pesquisa do Laborato´rio de Imunologia Molecular da Universidade de
Bras´ılia possui extensa experieˆncia com o estudo de anticorpos ligantes a a´cidos nucle´icos.
O principal objetivo desses estudos e´ a elucidac¸a˜o dos princ´ıpios que governam tal in-
terac¸a˜o. Ale´m disso, os conhecimentos gerados podem ainda ajudar a esclarecer qual e´ a
contribuic¸a˜o desses complexos imunolo´gicos para a patogeˆnese de certas doenc¸as autoimu-
nes, como lu´pus eritematoso sisteˆmico, onde ja´ foi relatada a presenc¸a de auto-anticorpos
que reagem contra DNA (Maranha˜o e Br´ıgido, 2000; Br´ıgido e Stollar, 1991).
Camundongos sa˜o modelos bastante estabelecidos em tais pesquisas (Jang e Stollar,
2003), e por isso foram escolhidos para estes estudos. Existem em camundongos 14 famı´lias
que compo˜em o locus da cadeia varia´vel pesada de imunoglobulina, e, para saber qual e´
a influeˆncia dessas famı´lias na construc¸a˜o de anticorpos anti-a´cidos nucle´icos, foi feito
pelo grupo um levantamento em bancos de dados. Nesse levantamento, descobriu-se que
dentre todas as famı´lias murinas, a VH10 e´ a que possui maior representac¸a˜o em anticorpos
descritos como ligantes a a´cidos nucle´icos (Guedes, 2009). De todas as sequ¨eˆncias dessa
famı´lia depositadas em bancos de dados, 59,5% possu´ıam descric¸a˜o de ligac¸a˜o a algum
tipo de a´cido nucle´ico. Por outro lado, a famı´lia VH4 na˜o possu´ıa nenhum representante
com tais descric¸o˜es (tabela 1).
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Tabela 1: Ana´lise das sequ¨eˆncias de segmentos geˆnicos VH murinos depositados no banco de dados GenBank anotados quanto a`
especificidade (retirado de Guedes, 2009).
Famı´lia Sequ¨eˆncias Frequ¨eˆncia de Me´dia do Frequ¨eˆncia Frequ¨eˆncia Nu´mero de Frequ¨eˆncia de Frequ¨eˆncia
depositadas1 sequ¨eˆncias nu´mero de das famı´lias/ de germi- sequ¨eˆncias sequ¨eˆncias de ligantes/
das famı´lias2 germinais3 no de nais4 (%) ligantes a a´cidos ligantes em cada sequ¨eˆncia
germinais nucle´icos5 famı´lia6 (%) de germinais
VH1 2348 66,6 100,0 0,7 56,7 422 18,0 0,2
VH2 237 6,7 15,0 0,4 8,5 96 40,5 2,7
VH3 148 4,2 6,5 0,6 3,7 19 12,8 2,0
VH4 32 0,9 2,0 0,5 1,1 0 0,0 0,0
VH5 327 9,3 12,0 0,8 6,8 120 36,7 3,1
VH6 101 2,9 11,0 0,3 6,2 14 13,9 1,3
VH7 170 4,8 3,0 1,6 1,7 45 26,5 8,8
VH8 44 1,2 8,5 0,1 4,8 5 11,4 1,3
VH9 66 1,9 6,0 0,3 3,4 6 9,1 1,5
VH10 37 1,0 3,5 0,3 2,0 22 59,5 17,0
VH11 9 0,3 3,5 0,1 2,0 0 0,0 0,0
VH12 1 0,0 1,0 0,0 0,6 0 0,0 0,0
VH13 1 0,0 1,0 0,0 0,6 0 0,0 0,0
VH14 4 0,1 3,5 0,0 2,0 0 0,0 0,0
Total 3525 100,0 176,5 - 100,0 749 - -
1Nu´mero de sequ¨eˆncias depositadas em bancos de dados contendo CDR H3 de cada famı´lia
2Percentual de sequ¨eˆncias de cada famı´lia na amostra analisada
3Me´dia do nu´mero estimado de segmentos germinais levando em conta as diferentes linhagens de camundongos
4Nu´mero de segmentos germinais de cada famı´lia dividida pelo reperto´rio total de VH
5Nu´mero de sequ¨eˆncias descritas como ligantes a a´cidos nucle´icos
6Nu´mero de sequ¨eˆncias ligantes a a´cidos nucle´icos dividido pelo nu´mero total de sequ¨eˆncias de cada famı´lia
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Com base nesse estudo, a hipo´tese levantada pelo grupo foi que a famı´lia VH10 apre-
sentaria uma tendeˆncia intr´ınseca de ligac¸a˜o a a´cidos nucle´icos, ao contra´rio da famı´lia
VH4. Essa hipo´tese foi formulada a partir da premissa de que quanto maior a importaˆncia
do VH na interac¸a˜o com o DNA, menos restritivo sera´ o universo de regio˜es determinan-
tes de complementaridade treˆs de cadeia pesada, CDR H3, que pode acompanha´-lo. Por
outro lado, um VH menos adaptado a reconhecer DNA dependera´ de um universo mais
restrito e mais espec´ıfico de CDR H3 para se ligar a essa mole´cula.
Para abordar essa hipo´tese, o grupo construiu bibliotecas de pept´ıdeos anti-DNA por
meio da te´cnica de phage display, que sera´ explicitada a seguir.
2.2 Expressa˜o de pept´ıdeos em fagos filamentosos:
phage display
Bacterio´fagos filamentosos, ou fagos, sa˜o v´ırus que infectam bacte´rias e sa˜o extrema-
mente u´teis para diversas aplicac¸o˜es de te´cnicas de Biologia Molecular. Por manipulac¸o˜es
de engenharia gene´tica e a utilizac¸a˜o de vetores bacterianos denominados fagomı´deos, e´
poss´ıvel se expressar uma prote´ına de fusa˜o, contendo um pept´ıdeo de interesse fusionado
a` uma prote´ına estrutural do fago. Essa te´cnica e´ comumente chamada de phage display
e serve para diversas finalidades, tanto de pesquisa ba´sica quanto de pesquisas aplicadas.
Por meio dessa metodologia, pode-se construir bibliotecas de pept´ıdeos com diferentes
estruturas apresentadas na superf´ıcie de fagos, de modo que e´ poss´ıvel selecionar dentre
as diferentes formas criadas as mais espec´ıficas a um determinado ant´ıgeno.
A incorporac¸a˜o da prote´ına de interesse na superf´ıcie dos fagos filamentosos e´ feita
fusionando-se esses pept´ıdeos com prote´ınas estruturais do fago, sendo que as prote´ınas
virais mais utilizadas para este fim sa˜o a p3 e a p8, dos genes III e VIII. A p3 compo˜e a
extremidade proximal do caps´ıdeo viral, sendo que de treˆs a cinco co´pias dela sa˜o expressas
no v´ırus, enquanto que a p8 compo˜e o corpo do caps´ıdeo, sendo que sa˜o expressas cerca
de 2.800 co´pias dessa prote´ına no fago selvagem (Maranha˜o e Br´ıgido, 2002).
O protocolo ba´sico da tecnologia de phage display pode ser resumido nos seguintes
passos: (1) cria-se uma biblioteca de formas randoˆmicas expressas na superf´ıcie de um
bacterio´fago, (2) imobiliza-se a mole´cula-alvo numa placa, (3) coloca-se o alvo em contato
com a biblioteca de formas randoˆmicas, (4) lava-se a placa para retirar os fagos que na˜o
se ligaram ao alvo, (5) elui-se os fagos que se ligaram, (6) amplifica-se os fagos ligantes
por meio de infecc¸a˜o em bacte´rias, (7) repete-se os passos (3) a (6) para se enriquecer
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a biblioteca e obter mais clones ligantes ao alvo, e (8) amplifica-se os fagos ligantes, de
modo a escolher alguns clones para sequ¨enciamento. Os processos de ligac¸a˜o e lavagem
explicitados anteriormente sa˜o chamados de ciclos de selec¸a˜o, e sa˜o repetidos algumas
vezes para se obter uma biblioteca final enriquecida em pept´ıdeos ligantes a` mole´cula de
interesse (Huang, Ru e Dai, 2011; Menendez e Scott, 2005).
2.3 Gerac¸a˜o de bibliotecas de pept´ıdeos anti-DNA
por meio de te´cnicas de phage display
Relatos da literatura mostram que o domı´nio das regio˜es determinantes de comple-
mentaridade treˆs de cadeia pesada, CDR H3, contribui de maneira decisiva no reconheci-
mento de anticorpos a DNA (Jang et al., 1998). Com base nesse conhecimento, o grupo
de Imunologia Molecular da Universidade de Bras´ılia decidiu gerar na superf´ıcie de fagos
filamentosos bibliotecas de scFvs contendo CDR H3 varia´veis nos contextos das famı´lias
murinas de cadeia varia´vel pesada de imunoglobulina VH10 e VH4 (Guedes, 2009; Ma-
ranha˜o, 2001). Isso foi feito por meio da te´cnica de phage display, sendo que o ant´ıgeno
escolhido para a selec¸a˜o dos pept´ıdeos foi DNA fita simples. Essa abordagem foi feita para
se testar a hipo´tese explicitada anteriormente, no to´pico 2.1 deste cap´ıtulo, e consistiu na
selec¸a˜o de formas ligantes a DNA e no sequ¨enciamento Sanger (figura 4).
Como resultado dessa abordagem, foi observada uma maior diversidade de sequ¨eˆncias
CDR H3 no universo da famı´lia VH10 quando comparado com a famı´lia VH4, sendo que
nove sequ¨eˆncias diferentes de CDR H3 foram encontradas em VH10 apo´s a selec¸a˜o e treˆs
foram encontradas em VH4 (tabela 2, Guedes, 2009). Um fato relevante e´ que foi obser-
vado nessa pesquisa um clone extremamente frequ¨ente, o qual estava presente em todos
os ciclos de selec¸a˜o e nas amostras das duas famı´lias. A preponderaˆncia dessa sequ¨eˆncia
dentre os clones analisados reduziu o universo amostral comprometendo concluso˜es com
embasamento estat´ıstico.
Tabela 2: Diversidade de sequ¨eˆncias de pept´ıdeos ligantes a DNA. As biliotecas analisadas
foram obtidas por meio da te´cnica de phage display (adaptado de Guedes, 2009).
Clones sequ¨enciados Clones analisados1 Diversidade de sequ¨eˆncias2
VH10 VH4 VH10 VH4 VH10 VH4
48 48 31 20 9 3
1Clones analisados segundo os crite´rios de qualidade e correto alinhamento da CDR H3
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Figura 4: Abordagem experimental utilizada na pesquisa sobre anticorpos anti-
DNA feita no Laborato´rio de Imunologia Molecular. Para se estabelecer a contri-
buic¸a˜o da famı´lia VH10 em pept´ıdeos com comportamento de ligac¸a˜o a a´cidos nucle´icos,
foram criadas bibliotecas de CDR H3 varia´veis em contexto das famı´lias VH10 e VH4.
Apo´s a selec¸a˜o das bibliotecas contra DNA, foi feito sequ¨enciamento Sanger (adaptado de
Guedes, 2009).
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Portanto, se tornou necessa´ria a busca de outros me´todos que permitissem maior
profundidade de ana´lise. Recentemente, pesquisadores mostraram que a associac¸a˜o do
me´todo de phage display com a te´cnica de sequ¨enciamento de alto-desempenho fornece
um alcance muito superior de cobertura da variabilidade quando se compara com outros
me´todos tradicionais experimentais, como clonagem seguida de sequ¨enciamento Sanger
(Ravn et al., 2010). Assim, o sequ¨enciamento de nova gerac¸a˜o das bibliotecas de CDR
H3 constru´ıdas nesta pesquisa parece fornecer uma alternativa adequada, de modo que se




• Confirmac¸a˜o da existeˆncia de tendeˆncia intr´ınseca a` formac¸a˜o de anticorpos com afi-
nidade por DNA dos segmentos geˆnicos da famı´lia murina de cadeia varia´vel pesada dez
de imunoglobulina, VH10, e estudo da contribuic¸a˜o da famı´lia murina de cadeia varia´vel
pesada quatro de imunoglobulina, VH4, na formac¸a˜o desses anticorpos.
3.2 Objetivos Espec´ıficos
• Elaborac¸a˜o de co´digos de identificac¸a˜o, barcodes, para a distinc¸a˜o in silico, apo´s o
sequ¨enciamento de alto-desempenho, das quatro bibliotecas de estudo: VH4 ciclo zero,
VH10 ciclo zero, VH4 ciclo quatro e VH10 ciclo quatro;
• Sequ¨enciamento de alto-desempenho em plataforma Illumina das quatro bibliotecas
de estudo, citadas anteriormente, feito em uma u´nica canaleta;
•Desenvolvimento de um pipeline computacional de ana´lise e comparac¸a˜o das sequ¨eˆncias
obtidas a partir do sequ¨enciamento Illumina;
• Ana´lise de variabilidade e enriquecimento das bibliotecas de estudo;
• Ana´lise de padro˜es de sequ¨eˆncias de CDR H3 em contexto das famı´lias VH10 e VH4
que tiveram enriquecimento positivo e negativo apo´s selec¸a˜o das bibliotecas iniciais, do
ciclo zero, contra DNA.
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4 Material e Me´todos
Este trabalho foi composto a partir de duas metodologias diferentes e complementares,
sendo a primeira experimental, feita para a preparac¸a˜o de amostras para sequ¨enciamento
de alto-desempenho Illumina, e a segunda computacional, feita para o tratamento e ana´lise
das sequ¨eˆncias obtidas a partir desta plataforma. Este cap´ıtulo foi, portanto, dividido em
duas partes, a primeira relacionada a` abordagem experimental e a segunda a` ana´lise por
Bioinforma´tica.
4.1 Abordagem experimental
Em um trabalho anterior, como explicitado no cap´ıtulo 2, foram geradas bibliotecas
de pept´ıdeos contendo regio˜es correspondentes a` CDR H3 em contexto das duas famı´lias
VH10 e VH4 (Guedes, 2009). Quatro dessas bibliotecas foram escolhidas para este es-
tudo, sendo estas as iniciais, pertencentes ao ciclo zero de selec¸a˜o, e as enriquecidas em
pept´ıdeos com afinidade a DNA, pertencentes ao ciclo quatro de selec¸a˜o. As bibliotecas
do ciclo quatro estavam dispon´ıveis sob a forma de ce´lulas bacterianas infectadas com
fagos armazenadas no glicerol a -20oC, enquanto que as bibliotecas do ciclo zero estavam
dispon´ıveis sob a forma de fagos armazenados a -4oC (figura 5).
Primeiramente, foi feita a reamplificac¸a˜o dos fagos do ciclo zero, ja´ que o DNA dessas
amostras se encontrava degradado. Posteriormente, foi feita a extrac¸a˜o de DNA das ce´lulas
bacterianas infectadas, seguido da amplificac¸a˜o da regia˜o de interesse por meio de reac¸o˜es
de PCR. Ao mesmo tempo foram inseridos nestas amostras co´digos de identificac¸a˜o, bar-
codes, para posterior classificac¸a˜o apo´s o sequ¨enciamento de alto-desempenho. Em se-
guida, foram feitos experimentos de clonagem seguidos de sequ¨enciamento automa´tico
Sanger ABI, para verificac¸a˜o da integridade desses co´digos de identificac¸a˜o. Finalmente,
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Figura 5: Representac¸a˜o esquema´tica da abordagem experimental utilizada
neste trabalho. As etapas experimentais visaram a preparac¸a˜o das amostras para
sequ¨enciamento de alto-desempenho Illumina.
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4.1.1 Material da abordagem experimental
4.1.1.1 Bibliotecas de estudo
VH4 ciclo zero, VH10 ciclo zero, VH4 ciclo quatro e VH10 ciclo quatro -
as bibliotecas do ciclo zero eram referentes a fagos armazenados a -4oC, e as bibliotecas
do ciclo quatro eram referentes a bacte´rias infectadas com fagos armazenadas no glicerol
a -20oC. Cada uma das bibliotecas continha DNA correspondente a regio˜es de CDR H3
varia´veis em contexto das famı´lias murinas VH4 ou VH10.
4.1.1.2 Linhagem bacteriana
XL1-Blue (Stratagene R©) - recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac
[F’proAB lacIqZ M15Tn10 (Tet R©)] (Sambrook et al., 2001).
Essa linhagem bacteriana foi utilizada na reamplificac¸a˜o de fagos do ciclo zero e na
transformac¸a˜o bacteriana.
4.1.1.3 Vetor utilizado
pGEM R©-T easy Vector Systems - para clonagem de produtos de PCR (Promega R©,
nu´mero de cata´logo A1360).
4.1.1.4 Bacterio´fago auxiliar
VCSM13 - Derivado do bacterio´fago M13 com gene III mutado: origem de duplicac¸a˜o
plasmidial derivada do p15 e gene de resisteˆncia a` canamicina (Stratagene R©, nu´mero de
cata´logo 2000251).
Esse bacterio´fago auxiliar foi utilizado na reamplificac¸a˜o de fagos do ciclo zero.
4.1.1.5 Oligonucleot´ıdeos utilizados para amplificac¸a˜o das bibliotecas
Os oligonucleot´ıdeos foram sintetizados e posteriormente solubilizados em a´gua MiliQ
para concentrac¸a˜o de uso de 10 ρmoles/µL. Os produtos de PCR gerados a partir desses
iniciadores possu´ıam tamanho de 77 pares de base.
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Tabela 3: Oligonucleot´ıdeos sinte´ticos utilizados na amplificac¸a˜o das quatro bibliotecas




Senso de VH4 ciclo zero 5’ CAA CAG CCG TTT ATT ACT GCG T 3’
Senso de VH4 ciclo quatro 5’ CAA CAG CCC ATT ATT ACT GCG T 3’
Senso de VH10 ciclo zero 5’ ACA GAG CCA TGT ATT ACT GCG T 3’
Senso de VH10 ciclo quatro 5’ ACA CTG CCA TGT ATT ACT GCG T 3’
Reverso comum1 5’ TGA GGT TCC TTG ACC CCA AT 3’
1O iniciador reverso utilizado foi o mesmo para a amplificac¸a˜o de todas as bibliotecas
4.1.1.6 Meios de cultura e soluc¸o˜es para bacte´rias
Apo´s dissolver os reagentes em a´gua destilada, todos os meios de cultura eram auto-
clavados a 120oC por 15 minutos.
Meio LB (Luria-Bertani)
Peptona de case´ına 1,0% (p/v)




Meio LB adicionado de a´gar bacteriolo´gico a 1,4% (p/v).
Meio LB top a´gar
Meio LB adicionado de a´gar bacteriolo´gico a uma concentrac¸a˜o final de 0,7% (p/v).
Meio SB (Super Broth)
Peptona de case´ına 3,0% (p/v)











Meio SOB 98 mL
Soluc¸a˜o estoque de Mg2+ 2 M 1 mL
Soluc¸a˜o estoque de glicose 2 M 1 mL.
Soluc¸a˜o estoque de glicose 2 M
Esterilizada por filtrac¸a˜o e estocada a 4oC.
Soluc¸a˜o estoque de Mg 2 M
MgCl2 1 M
MgSO4 1 M
Esterilizada por filtrac¸a˜o e estocada a 4oC.
4.1.1.7 Soluc¸o˜es e material para preparo de ce´lulas competentes e trans-
formac¸a˜o bacteriana
Cubetas de eletroporac¸a˜o (Gene Pulser/MicroPulser Cuvettes, Biorad R©, nu´mero
de cata´logo 165-2086).
Glicerol 10% (v/v)
Esterilizado por filtrac¸a˜o e estocado a 4oC.
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4.1.1.8 Soluc¸o˜es e reagentes para eletroforese em gel de agarose
GelRedTMNucleic Acid Gel Stain - para corar amostras de a´cidos nucle´icos em
ge´is de agarose, dissolvido em a´gua (Biotium R©, nu´mero de cata´logo 41003).
Tampa˜o de corrida TEB 10X
Trizma base 0,89 M
A´cido Bo´rico 0,89 M
EDTA 0,02 M
dH2O q.s.p. 1 L
pH 8,0.
Tampa˜o de corrida TAE 50X
Tampa˜o Tris-Acetato 2 M
Trizma-base 242 g
A´cido Ace´tico Glacial 57,10 mL
EDTA pH 8,0 0,05 M
dH2O q.s.p. 1 L.
4.1.1.9 Marcadores moleculares para DNA
1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen R©, nu´mero de cata´logo 10787-026) Fragmentos
de DNA em pb: 100; 200; 300; 400; 500; 650; 850; 1.000; 1.650; 2.000; 3.000; 4.000; 5.000;
6.000; 7.000; 8.000; 9.000; 10.000; 11.000; 12.000.
Low Mass DNA Ladder (Invitrogen R©nu´mero de cata´logo 10068-013) Mistura equi-
molar de fragmentos de DNA em pb de 2.000; 1.200; 800; 400; 200 e 100. Utilizando 2
µL do marcador, os fragmentos correspondem a` massa de 100; 60; 40; 20; 10 e 5 ng,
respectivamente.
100 bp DNA Ladder (Invitrogen R©nu´mero de cata´logo 15628-019) Fragmentos de
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DNA em pb: 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900; 1.000; 1.100; 1.200; 1.300; 1.400;
1.500; 2.072.
4.1.1.10 Kits comerciais
QIAprep Spin Miniprep Kit (250) - para preparac¸a˜o plasmidial em pequena es-
cala (Qiagen R©, nu´mero de cata´logo 27106);
Qubit Fluorometer - para quantificac¸a˜o de a´cidos nucle´icos. Invitrogen (nu´mero
de cata´logo Q32860).
4.1.1.11 Enzimas
T4 DNA ligase – Invitrogen R©(nu´mero de cata´logo 15224-017);
Platinum R©Taq DNA polimerase – Invitrogen R©(nu´mero de cata´logo 10966-018);
Taq DNA polimerase – Invitrogen R©(nu´mero de cata´logo 10342-053).
4.1.2 Me´todos da abordagem experimental
4.1.2.1 Desenho de iniciadores com barcodes de identificac¸a˜o
Primeiramente foram desenhados os iniciadores de amplificac¸a˜o da biblioteca VH10
ciclo zero (tabela 3), e para isso foram utilizados os programas Primer 3, PerlPrimer e
IDT (Primer3-homepage, 2011; PerlPrimer-homepage, 2011; IDT-homepage, 2011). Os
paraˆmetros avaliados no desenho foram a temperatura de desnaturac¸a˜o do sistema, o
conteu´do de GC dos iniciadores, a estabilidade de poss´ıveis estruturas de grampo e a
probabilidade da ocorreˆncia de auto-anelamento. A partir do desenho desse par de inicia-
dores, foram desenhados analogamente os das outras treˆs bibliotecas, sendo que o iniciador
reverso foi mantido o mesmo, ou seja, foi comum a todas as bibliotecas. Ale´m disso, a
posic¸a˜o do iniciador senso tambe´m foi mantida. Portanto, a regia˜o amplificada possui o
mesmo tamanho em todas as bibliotecas e corresponde a 77 pb.
O pequeno tamanho dos produtos de PCR foi almejado visando-se o sequ¨enciamento
de alto-desempenho Illumina, considerando que as sequ¨eˆncias geradas por essa plataforma
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sa˜o igualmente pequenas, de ate´ 150 pb. O objetivo era que cada sequ¨eˆncia gerada cobrisse
todo o produto da PCR, de modo que na˜o so´ a CDR H3 pudesse ser lida, mas tambe´m o
co´digo indicativo de cada biblioteca, barcode. Dessa forma, as quatro bibliotecas poderiam
ser sequ¨enciadas na mesma canaleta, com o objetivo de se reduzir o custo desse servic¸o.
4.1.2.2 Amplificac¸a˜o das bibliotecas por PCR
O sistema de amplificac¸a˜o das bibliotecas se consistiu em cerca de 30 ng de DNA
molde, 1 µL de cada iniciador, senso e reverso, numa concentrac¸a˜o de 100 µM, 5 µL de
tampa˜o da enzima numa concentrac¸a˜o de 10X, 2,5 µL de mix de dNTP 10 mM, 3 µL
de MgCl2 50 mM, 0,2 µL da enzima Taq DNA polimerase Platinum e H2O miliQ para
completar o sistema ate´ um volume final de 50 µL.
As condic¸o˜es da reac¸a˜o de PCR foram as seguintes: um ciclo inicial de 5 minutos a
94oC seguido de cinco ciclos de 94oC por 45 segundos, 55oC por 30 segundos e 72oC por
45 segundos, seguidos de 30 ciclos de 94oC por 45 segundos, 54oC por 30 segundos e 72oC
por 45 segundos, seguidos de uma extensa˜o final de 72oC por 10 minutos.
4.1.2.3 Ana´lise de DNA em gel de agarose
A agarose foi preparada com concentrac¸a˜o de 2,5% ou 4,0% em tampa˜o TEB 1X
ou TAE 1X. As amostras de DNA foram preparadas com tampa˜o de amostra GelRed
concentrac¸a˜o 1X, aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampa˜o TEB ou TAE
1X (Sambrook et al., 2001). Para visualizac¸a˜o do DNA, incidia-se luz ultravioleta no
gel por meio de um transluminador (Pharmacia-LKB R©), e a imagem era digitalizada em
aparato de fotodocumentac¸a˜o (Video Graphic Printer UP- 895 CE, Sony R©).
4.1.2.4 Ligac¸a˜o de produtos de PCR
Dois sistemas de ligac¸a˜o foram feitos, um para a ligac¸a˜o efetiva de produtos de PCR
com o vetor e o outro para teste de controle negativo, sem inserto. As amostras foram
incubadas a temperatura ambiente por pelo menos 8 horas, e em seguida todo o sistema
de ligac¸a˜o foi utilizado para transformar al´ıquotas de 100 µL de ce´lulas XL1-Blue ele-
trocompetentes. Diluic¸o˜es das culturas obtidas pelos dois sistemas foram semeadas em
placa de meio LB a´gar contendo ampicilina a uma concentrac¸a˜o de 200 µg/mL, para a
determinac¸a˜o da eficieˆncia de transformac¸a˜o. O sistema controle na˜o apresentou nenhum
clone, enquanto que o sistema de ligac¸a˜o dos produtos de PCR com o vetor demonstrou
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comportamento padra˜o de ligac¸a˜o efetiva.
O sistema de ligac¸a˜o dos produtos de PCR se consistiu em 50 ng de vetor pGEM R©-T
easy, 3 µL de produto da PCR, 2 µL de tampa˜o da enzima numa concentrac¸a˜o de 5X, 1 µL
da enzima T4 DNA ligase e H2O miliQ para completar o sistema ate´ um volume final de
10 µL. Por sua vez, o sistema de ligac¸a˜o controle, ou seja, aquele sem inserto, se consistiu
em 50 ng de vetor pGEM R©-T easy, 2 µL de tampa˜o da enzima numa concentrac¸a˜o de
5X, 1 µL da enzima T4 DNA ligase e H2O miliQ para completar o sistema ate´ um volume
final de 10 µL.
4.1.2.5 Ana´lise da clonagem
Apo´s a ligac¸a˜o dos produtos de PCR no vetor pGEM R©-T easy, verificou-se a efica´cia
do experimento por meio de PCR de coloˆnia utilizando-se os iniciadores do pro´prio vetor,
pUC/M13 senso e reverso. Coloˆnias eram escolhidas randomicamente, inoculadas em 100
µL de meio LB com ampicilina em concentrac¸a˜o de 50 µg/mL. Dez microlitros desse
ino´culo eram adicionadas a` reac¸a˜o como DNA molde.
O sistema de amplificac¸a˜o para a ana´lise da clonagem se consistiu em cerca de 10 µL
de DNA molde a uma concentrac¸a˜o de cerca de 30 ng/µL, 0,5 µL de cada iniciador, senso
e reverso, numa concentrac¸a˜o de 100 µM, 3 µL de tampa˜o da enzima numa concentrac¸a˜o
de 10X, 1,5 µL de mix de dNTP 10 mM, 1,5 µL de MgCl2 50 mM, 0,2 µL da enzima Taq
DNA polimerase Platinum e H2O miliQ para completar o sistema ate´ um volume final de
30 µL.
As condic¸o˜es da reac¸a˜o de PCR foram as seguintes: um ciclo inicial de 5 minutos a
94oC seguido de 30 ciclos de 94oC por 30 segundos, 55oC por 30 segundos e 72oC por 1
minuto, seguidos de uma extensa˜o final de 72oC por 10 minutos.
4.1.2.6 Preparac¸a˜o de ce´lulas eletrocompetentes
A preparac¸a˜o de ce´lulas eletrocompetentes neste trabalho foi feita de acordo com o
protocolo descrito abaixo, o qual foi adaptado (Rader, Steinberger e Barbas, 2004).
1. Uma coloˆnia isolada de XL1-Blue e´ inoculada em 10 mL de meio SB, contendo te-
traciclina a uma concentrac¸a˜o final de 30 µg/mL. Esse pre´-ino´culo e´ enta˜o incubado
durante a noite sob agitac¸a˜o de 250 rpm a 37oC.
2. Seis Erlenmeyers de 1 L contendo 200 mL de meio SB sa˜o inoculados com 1,5 mL
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do pre´-ino´culo do item 1, cada um contendo 5 mL de glicose 20% (p/v) e 5 mL de
MgCl2 1 M (na˜o se adiciona antibio´tico nesta etapa). Os frascos sa˜o enta˜o incubados
sob agitac¸a˜o de 250 rpm a 37oC, ate´ os ino´culos atingirem uma densidade o´ptica
(OD) a 600 ηm igual a 0,7 (a densidade o´ptica normalmente chega a esse valor apo´s
2 horas e meia de incubac¸a˜o).
3. Depois da densidade o´ptica atingir o valor assinalado no item 2, os frascos sa˜o resfri-
ados em gelo, assim como os frascos utilizados na etapa posterior de centrifugac¸a˜o.
4. Centrifuga-se as culturas a 3.000 x g por 20 min a 4oC, sendo o sobrenadante des-
cartado em seguida.
5. Os sedimentos sa˜o ressuspendidos em 25 mL de glicerol 10% (v/v) gelado por meio
da utilizac¸a˜o de pipetas pre´-resfriadas. Os frascos sa˜o combinados dois a dois e mais
glicerol e´ adicionado ate´ um volume final de 150 mL.
6. Centrifuga-se as amostras a 3.000 x g por 20 min a 4oC, sendo o sobrenadante
descartado em seguida.
7. Os sedimentos sa˜o ressuspendidos em 25 mL de glicerol 10% (v/v) gelado por meio
da utilizac¸a˜o de pipetas pre´-resfriadas. Enta˜o, os frascos sa˜o transferidos para tubos
de centr´ıfuga de 50 mL e novamente centrifugados nas condic¸o˜es citadas no item 6.
8. O sobrenadante e´ descartado e as ce´lulas sa˜o ressuspendidas no volume residual de
glicerol (usualmente 1/2 mL). Posteriormente, al´ıquotas de 150 µL sa˜o distribu´ıdas
em microtubos novos e este´reis e em seguida congeladas em banho de a´lcool/gelo
seco.
9. As al´ıquotas sa˜o estocadas a -80oC e podem ser utilizadas tanto para eletroporac¸a˜o
quanto para pre´-ino´culo em experimentos de clonagem.
4.1.2.7 Preparac¸a˜o de fago auxiliar e reamplificac¸a˜o de bibliotecas de fagos
O fago auxiliar VCSM13 e a reamplificac¸a˜o das bibliotecas de fagos do ciclo zero foram
feitos de acordo com protocolos retirados da literatura (Rader, Steinberger e Barbas,
2004).
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4.1.2.8 Sequ¨enciamento de DNA Sanger ABI e ana´lise de sequ¨eˆncias
Clonagens contendo as amostras de PCR foram sequ¨enciadas utilizando-se o aparelho
automa´tico Sanger ABI 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems R©). Foram uti-
lizados 250 ηg de DNA, o oligonucleot´ıdeo M13 senso e reverso do vetor pGEM R©-T easy
e o kit ABI Prism BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing.
As sequ¨eˆncias obtidas foram analisadas utilizando-se as ferramentas Phred e CAP3
dispon´ıveis no PHPH da pa´gina: www.biomol.unb.br (Togawa e Brigido, 2003). Apo´s
ana´lise de qualidade, as sequ¨eˆncias foram manipuladas e analisadas no programa BioEdit
Sequence Aligment Editor (Hall, 2007).
4.1.2.9 Preparac¸a˜o de amostras para sequ¨enciamento Illumina
Foram quantificados os produtos de PCR de amplificac¸a˜o das quatro bibliotecas de
estudo. Quantidades iguais de cada biblioteca, 250 ng, foram colocadas num u´nico mi-
crotubo eppendorf R©, de modo que ao final, foi obtida uma mistura totalizando 1 µg de
DNA, a qual foi seca a va´cuo em aparelho SpeedVac.
4.1.2.10 Sequ¨enciamento de alto-desempenho Illumina
A amostra contendo as quatro bibliotecas foi enviada para o Instituto Scripps Research
localizado na cidade de San Diego/Califo´rnia nos Estados Unidos (http://www.scripps.
edu/california/research/ngs/technology.html). La´ as amostras foram purificadas,
para que os produtos de PCR de 77 pb fossem separados de outros componentes desin-
teressantes para a reac¸a˜o de sequ¨enciamento, como DNA molde, restos de iniciadores e
enzimas.
As sequ¨eˆncias foram geradas pelo aparelho Illumina R©HiSeq 2000 utilizando-se a
te´cnica paired-end para o sequ¨enciamento das amostras em somente uma canaleta da
placa, com a gerac¸a˜o de sequ¨eˆncias de 150 pares de base. Foi utilizado para isso o Se-
quencing Kit V3, Paired-end 2x150 + 7 indexes. A plataforma de identificac¸a˜o das bases
sequ¨enciadas foi a CASAVA 1.8, sendo que o formato dos arquivos gerados foi o FASTQ
versa˜o CASAVA 1.8. Este formato utiliza a codificac¸a˜o de caracteres ASCII + 33.
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4.2 Abordagem de Bioinforma´tica
O pipeline de Bioinforma´tica desenvolvido neste trabalho foi dividido em treˆs etapas
principais, (i) filtragem, (ii) classificac¸a˜o e (iii) ana´lise (figura 6). Na figura 6a, esta˜o
descritos os passos detalhados das duas primeiras etapas. Na primeira, (i) filtragem,
as sequ¨eˆncias FASTQ recebidas do aparelho Illumina foram filtradas por qualidade. Ja´
na segunda, (ii) classificac¸a˜o, as sequ¨eˆncias filtradas foram classificadas entre as quatro
bibliotecas de estudo, sendo que somente a parte de 27 nucleot´ıdeos correspondente a` co-
dificac¸a˜o da CDR H3 foi mantida. Essas sequ¨eˆncias nucleot´ıdicas foram enta˜o traduzidas,
e finalmente, as sequ¨eˆncias u´nicas foram contadas, tanto as de nucleot´ıdeos quanto as de
aminoa´cidos. Ao final de toda essa preparac¸a˜o, foram obtidos arquivos referentes a cada
uma das quatro bibliotecas contendo o nu´mero de aparecimento de cada sequ¨eˆncia. Tais
arquivos foram utilizados em todos os estudos subsequ¨entes e possu´ıam duas colunas, a
primeira com a sequ¨eˆncia e a segunda com a contagem.
Posteriormente, esses arquivos de contagem foram trabalhados na etapa final do pi-
peline, (iii) ana´lise (figura 6b). Os arquivos de contagem de nucleot´ıdeos foram utilizados
para estudos de composic¸a˜o da CDR H3 e divergeˆncia de Kullback-Leibler. Ja´ os arquivos
de contagem de pept´ıdeos foram utilizados na˜o so´ para esses dois estudos, mas tambe´m
para estudos de enriquecimento, comparac¸a˜o de padro˜es e variabilidade.
4.2.1 Preparac¸a˜o dos dados
4.2.1.1 Filtragem por qualidade
Primeiramente, foi feita uma avaliac¸a˜o geral de qualidade das sequ¨eˆncias Illumina
recebidas com a utilizac¸a˜o do programa FastQC instalado localmente. Posteriormente,
para o processamento inicial dos arquivos, instalou-se tambe´m localmente o framework
Galaxy em sistema operacional Ubuntu server 10.04.4 LTS, numa servidora HP ProLiant
DL380 G7 de 30 GB de memo´ria RAM oito nu´cleos, com dois processadores Intel Xeon
E5506 quad-core, cada nu´cleo de 2.13 GHz. Foi feito o carregamento dos arquivos Illumina
no Galaxy e o formato destes foi classificado como FASTQSANGER, que e´ o equivalente
ao FASTQ Illumina versa˜o CASAVA 1.8, como especificado no item 4.1.2.10.
Em seguida, foi feita a filtragem das sequ¨eˆncias por meio do programa Filter FASTQ
no Galaxy. Os paraˆmetros utilizados na filtragem foram o tamanho mı´nimo da sequ¨eˆncia
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Figura 6: Pipeline de Bioinforma´tica desenvolvido para ana´lise das sequ¨eˆncias
Illumina referentes a`s bibliotecas de estudo: VH4 e VH10 ciclos zero e quatro.
(a) Preparac¸a˜o das sequ¨eˆncias Illumina, que consiste nas seguintes etapas do pipeline: (i)
filtragem e (ii) classificac¸a˜o. (b) Ana´lise das sequ¨eˆncias das bibliotecas, que consiste na
etapa final do pipeline: (iii) ana´lise.
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bases com qualidade abaixo do valor mı´nimo estabelecido. O valor mı´nimo de qualidade
escolhido reflete um mı´nimo de acura´cia de 99% de que a base lida esteja correta, como
explicado no item 1.3 do cap´ıtulo 1. Ja´ o paraˆmetro escolhido de 30 bases com qualidade
abaixo do valor mı´nimo foi escolhido por causa dos resultados obtidos a partir da ana´lise
do programa FastQC, explicitados no item 5.2 do cap´ıtulo 5, nos quais se observa que
entre as posic¸o˜es 120 e 150 das sequ¨eˆncias a qualidade me´dia cai (esses resultados podem
ser vistos na figura 11).
Apo´s essa etapa de filtragem, foi utilizado o programa FASTQ to FASTA, tambe´m
no Galaxy, o qual fez a conversa˜o de formatos FASTQ para FASTA, para facilitar a
manipulac¸a˜o subsequ¨ente dos arquivos. Em todas as etapas seguintes, foi utilizada a
linguagem Perl de programac¸a˜o, e estas foram desenvolvidas em sistema operacional Mac
OS X 10.6.8 em um MacBook Pro Apple 4 GB de memo´ria RAM, com processador Intel
Core 2 Duo de 2.4 GHz.
4.2.1.2 Classificac¸a˜o das sequ¨eˆncias
Para classificar as sequ¨eˆncias filtradas FASTA entre as quatro bibliotecas de estudo,
foi desenvolvido um script Perl que utilizasse os co´digos de identificac¸a˜o, barcodes, em
expresso˜es regulares. Estas basearam-se nos barcodes de cada biblioteca em posic¸o˜es ini-
ciais, seguidos de porc¸o˜es invaria´veis inerentes a cada biblioteca original, uma sequ¨eˆncia
varia´vel, string, de 27 nucleot´ıdeos correspondente a` CDR H3, seguidos de um co´don TAT
invaria´vel na porc¸a˜o final da sequ¨eˆncia (tabela 4).
Tabela 4: Expresso˜es regulares utilizadas no desenvolvimento do script Perl para a iden-
tificac¸a˜o dos barcodes e classificac¸a˜o das sequ¨eˆncias nas quatro bibliotecas de estudo. A
expressa˜o (\w{27}) se refere a` parte de 27 nucleot´ıdeos correspondente a` codificac¸a˜o da
CDR H3, a qual e´ mantida na sa´ıda do script Perl. Os barcodes esta˜o marcados em negrito.
Biblioteca Expressa˜o regular
VH4 ciclo zero /GTTTATTACTGCGTACGAGAA(\w{27})TAT/
VH4 ciclo zero - cr1 /ATA(\w{27})TTCTCGTACGCAGTAATAAAC/
VH4 ciclo quatro /CATTATTACTGCGTACGAGAA(\w{27})TAT/
VH4 ciclo quatro - cr1 /ATA(\w{27})TTCTCGTACGCAGTAATAATG/
VH10 ciclo zero /GAGCCATGTATTACTGCGTACGAGAA(\w{27})TAT/
VH10 ciclo zero - cr1 /ATA(\w{27})TTCTCGTACGCAGTAATACATGGCTC/
VH10 ciclo quatro /CTGCCATGTATTACTGCGTACGAGAA(\w{27})TAT/
VH10 ciclo quatro - cr1 /ATA(\w{27})TTCTCGTACGCAGTAATACATGGCAG/
1Abreviatura de complemento reverso
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As expresso˜es regulares foram feitas ainda de modo a na˜o permitir modificac¸o˜es, ou
mismatches. Como o aparelho Illumina pode sequ¨enciar as amostras em ambos os sentidos
da fita de DNA, o script foi feito de modo a reconhecer as expresso˜es regulares tanto no
sentido 5’ - 3’ quanto no seu complemento reverso, de modo a abranger todas as sequ¨eˆncias
recebidas. Se alguma dessas expresso˜es regulares e´ reconhecida na sequ¨eˆncia, a expressa˜o
varia´vel entre pareˆnteses, (\w{27}), e´ mantida e impressa numa das quatro sa´ıdas do
programa, sendo cada sa´ıda representativa de uma biblioteca. Cada arquivo de sa´ıda
mantem, portanto, somente as sequ¨eˆncias de 27 pb codificadoras da CDR H3, uma a cada
linha.
Tambe´m por meio de scripts Perl foram feitas a traduc¸a˜o e a contagem das sequ¨eˆncias
u´nicas. Ao final foram obtidos arquivos com duas colunas, uma com a sequ¨eˆncia e a outra
com sua contagem ordenada de aparecimento.
Foram observadas sequ¨eˆncias de nucleot´ıdeo que continham bases “N”, ou seja, base
na˜o identificada no sequ¨enciamento. Neste caso, a sequ¨eˆncia inteira foi exclu´ıda da ana´lise.
Ale´m disso, foram tratadas sequ¨eˆncias pept´ıdicas que continham co´dons aˆmbar, simboli-
zados pelo caractere “*”, os quais vieram originalmente de sequ¨eˆncias nucleot´ıdicas TAG.
Esse s´ımbolo indica normalmente co´don de terminac¸a˜o, no entanto, a linhagem de Es-
cherichia coli utilizada na preparac¸a˜o das amostras desse trabalho, a XL1-Blue supE44,
possui a caracter´ıstica de poder interpretar tais co´dons tambe´m como o aminoa´cido Glu-
tamina, ou “Q” (Singaravelan, Roshini e Munavar, 2010). Levando isso em considerac¸a˜o,
decidiu-se substituir esses caracteres por Glutamina, feito tambe´m por meio de scripts
Perl.
4.2.2 Ana´lise dos dados
4.2.2.1 Variabilidade das bibliotecas
Para o estudo de variabilidade, foram utilizadas duas abordagens. A primeira consiste
no ca´lculo do nu´mero de sequ¨eˆncias u´nicas de CDR H3 em cada biblioteca, enquanto que
a segunda consiste no ca´lculo da entropia.
Na primeira abordagem foi feita a contagem do nu´mero de sequ¨eˆncias pept´ıdicas
u´nicas de cada biblioteca, seguida de uma normalizac¸a˜o. Esse u´ltimo passo foi necessa´rio
devido a uma grande divergeˆncia observada na classificac¸a˜o das sequ¨eˆncias Illumina por
biblioteca, o que foi discutido na sec¸a˜o 5.3 do cap´ıtulo 5. Essa normalizac¸a˜o consistiu
na divisa˜o do nu´mero de sequ¨eˆncias encontrado, tabela 6, pela frequ¨eˆncia de sequ¨eˆncias
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classificadas na biblioteca em questa˜o, tabela 5, seguido da multiplicac¸a˜o por 0,25, ou
25%. A multiplicac¸a˜o foi feita porque o esperado era se encontrar uma frequ¨eˆncia de 25%
de sequ¨eˆncias classificadas em cada uma das quatro bibliotecas.
Por sua vez, o ca´lculo da entropia total de cada grupo de sequ¨eˆncias foi feito por meio






S: entropia total da sequ¨eˆncia
pn: frequ¨eˆncia observada do s´ımbolo n
N : nu´mero de s´ımbolos distintos na sequ¨eˆncia, quatro para DNA e 20 para prote´ınas
52
4.2.2.2 Composic¸a˜o da CDR H3 e enriquecimento de sequ¨eˆncias
Para o estudo de padro˜es em anticorpos ligantes a a´cidos nucle´icos, os grupos com
enriquecimento positivo, negativo e neutro de VH10 e VH4 foram comparados. Para tal,
esses grupos foram submetido a` plataforma WebLogo instalada localmente. Ca´lculos de
paraˆmetros de composic¸a˜o de pept´ıdeos foram feitos pelo programa dispon´ıvel na internet
ProtParam (Gasteiger et al., 2005), e gra´ficos foram elaborados no programa Microsoft
Excell. Ja´ o enriquecimento de uma determinada sequ¨eˆncia apo´s a selec¸a˜o desta contra
DNA foi definido como a divisa˜o do nu´mero de vezes que esta era observada no ciclo
quatro do sequ¨enciamento pelo nu´mero de vezes que era observada no ciclo zero, como na
fo´rmula que segue abaixo.
E = N4/N0
E: enriquecimento
N4: nu´mero de vezes que a sequ¨eˆncia foi observada no ciclo quatro
N0: nu´mero de vezes que a sequ¨eˆncia foi observada no ciclo zero
Condic¸o˜es:
Se N4 6= 0 e N0 = 0, Enta˜o N0 = 1
Se N4 = 0 e N0 6= 0, Enta˜o N4 = 1
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4.2.2.3 Ca´lculo da divergeˆncia de Kullback-Leibler
A divergeˆncia de Kullback-Leibler e´ uma equac¸a˜o da Teoria da Informac¸a˜o que quan-
tifica a proximidade de duas distribuic¸o˜es probabil´ısticas, em outras palavras, quanto uma
distribuic¸a˜o observada se aproxima de um modelo esperado (Shlens, 2007). Essa equac¸a˜o
foi utilizada para se comparar a frequ¨eˆncia observada dos nucleot´ıdeos ou aminoa´cidos no
sequ¨enciamento de alto-desempenho com a frequ¨eˆncia esperada de aparecimento desses
elementos na sequ¨eˆncia de CDR H3, de modo a se avaliar o quanto as amostras biolo´gicas
se aproximaram do que era esperado. A implementac¸a˜o desse algoritmo foi feita em lin-
guagem Perl. Esta e´ uma aplicac¸a˜o da equac¸a˜o de entropia de Shannon e segue explicitada
abaixo.






DKL(P ‖ Q): divergeˆncia de Kullback-Leibler, que deve ser igual a zero se as distri-
buic¸o˜es forem equivalentes ou na˜o negativa se forem divergentes
P (i): distribuic¸a˜o observada
Q(i): distribuic¸a˜o modelo esperada
Foram feitas duas implementac¸o˜es dessa equac¸a˜o, a primeira para se avaliar o quanto
as amostras biolo´gicas referentes ao ciclo zero se aproximaram do desenho de construc¸a˜o
das bibliotecas primordiais. Nessa implementac¸a˜o, P (i) foi considerado como as probabi-
lidades observadas no ciclo zero enquanto que Q(i) foi considerado como as probabilidades
do desenho de construc¸a˜o, que se encontram explicitadas na figura 7.
Ja´ a segunda implementac¸a˜o foi feita para se avaliar como ocorreu a selec¸a˜o de
pept´ıdeos do ciclo zero para o ciclo quatro no contexto de cada segmento germinal. Neste
caso, P (i) foi considerado como as probabilidades observadas no ciclo quatro do segmento
germinal enquanto que Q(i) foi considerado como as probabilidades observadas no ciclo
zero do segmento germinal em questa˜o.
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Desenho de Construção: probabilidades esperadas para a CDR H3 das 
bibliotecas VH4 e VH10 ciclo zero 
     Probabilidade para nucleotídeos: 
     G, T ≅100% 
     S = {G, C} ≅ 50%   
     K = {G, T} ≅ 50% 
     M = {A, C} ≅ 50% 
     B = {C, G, T} ≅ 33% 
     H = {A, C, T} ≅ 33% 

















     Probabilidade para aminoácidos: 
     GMT = {ASP, ALA} ≅ 50% 
     HTK = {LEU, MET, ILE, PHE} → LEU ≅	 50%; MET, ILE, PHE ≅	 17%      
     KBG = {ALA, GLY, VAL, SER, TRP, LEU} ≅17% 
     NNS = {*: todos os 20 aminoácidos} →	 ARG, LEU, SER ≅	 9,38%; ALA, GLN, GLY, PRO, THR, 
VAL ≅	 6,25%; MET, ASN, ASP, CYS, GLU, HIS, ILE, LYS, PHE, TYR, TRP ≅	 3,13%  
Figura 7: Probabilidade esperada de aparecimento de nucleot´ıdeos e
aminoa´cidos por posic¸a˜o na construc¸a˜o da CDR H3 das bibliotecas VH4 e
VH10 ciclo zero. A probabilidade de aparecimento esperada para cada nucleot´ıdeo e
cada aminoa´cido esta´ explicitada na figura e depende da sua posic¸a˜o ao longo da CDR
H3. Exemplo: G e T sa˜o as bases que devem aparecer 100% das vezes em suas respectivas
posic¸o˜es na sequ¨eˆncia de nucleot´ıdeo. Ja´ para as sequ¨eˆncias de aminoa´cidos, o co´don
GMT pode indicar ASP ou ALA, os quais devem aparecer cada um 50% das vezes.
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A t´ıtulo de exemplificac¸a˜o segue abaixo o ca´lculo da divergeˆncia de Kullback-Leibler
para a primeira posic¸a˜o de nucleot´ıdeos da sequ¨eˆncia codificadora de CDR H3 da biblio-
teca VH4 ciclo zero. Na figura 7, observa-se que na primeira posic¸a˜o de nucleot´ıdeos da
CDR H3 temos N, o qual pode gerar as bases A, C, G ou T, e cada uma deve aparecer
25% das vezes (N = {A,C,G, T} ∼= 25%), portanto, a distribuic¸a˜o modelo esperada de
cada base e´ 0,250. A distribuic¸a˜o modelo esperada, Q(x), e a distribuic¸a˜o observada de
cada nucleot´ıdeo, P(x), podem ser descritos como segue abaixo. Desta forma:
Distribuic¸a˜o modelo esperada:
Q(A): 0,250, Q(T): 0,250, Q(C): 0,250, Q(G): 0,250
Distribuic¸a˜o observada:
P(A): 0,058, P(T): 0,510, P(C): 0,063, P(G): 0,369






DKL(P ‖ Q) = P (A) log2
P (A)
Q(A)
+ P (T ) log2
P (T )
Q(T )
+ P (C) log2
P (C)
Q(C)
+ P (G) log2
P (G)
Q(G)












DKL(P ‖ Q) = −0.123 + 0, 525 + (−0, 125) + 0, 207
DKL(P ‖ Q) = 0, 484 bits
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4.2.2.4 Demais ferramentas utilizadas
O programa FastQC, escrito em linguagem Java, faz um controle de qualidade inicial
das milho˜es de sequ¨eˆncias geradas por sequ¨enciadores de alto-desempenho. Ele e´ extre-
mamente u´til para ser utilizado num primeiro momento de avaliac¸a˜o, pois gera diversos
relato´rios que identificam problemas no sequ¨enciamento ou na gerac¸a˜o de bibliotecas.
Pode ser executado em interface gra´fica ou em linha de comando, e realiza o processa-
mento sistema´tico de um grande nu´mero de arquivos. Ele recebe como entrada arquivos
de formato FASTQ e gera como sa´ıda relato´rios HTML com os resultados dos mo´dulos
executados (FastQC-homepage, 2011).
O Galaxy e´ uma plataforma aberta que conte´m diversos programas para pesquisas
na a´rea biolo´gica e me´dica. E´ poss´ıvel se construir um pipeline utilizando as muitas
ferramentas dispon´ıveis, ja´ que ele e´ um framework, e guarda as entradas e sa´ıdas das fer-
ramentas utilizadas na forma de um histo´rico para cada usua´rio. Ha´ uma sec¸a˜o extensa
para manipulac¸a˜o de sequ¨eˆncias de alto-desempenho, inclusive filtros de qualidade, con-
versa˜o de formatos de arquivos, entre outros. Esse framework pode ser utilizado na versa˜o
dispon´ıvel na internet ou na versa˜o local, no caso de ser utilizada grande quantidade de
dados (Galaxy-homepage, 2012).
A linguagem de programac¸a˜o Perl e´ uma das mais utilizadas na comunidade da Bi-
oinforma´tica. E´ uma linguagem orientada ao objeto, e´ open source e tem mais de 24 anos
de existeˆncia, tendo sido criada em 1987 por Larry Wall. E´ extremamente adequada para
manipulac¸a˜o de arquivos texto, tais como os formatos FASTA e FASTQ de sequ¨eˆncias
biolo´gicas, e tambe´m para programas curtos, que podem ser utilizados numa u´nica linha
de comando. O Perl pode ser utilizado tanto em sistemas operacionais UNIX quanto em
Windows (Perl-homepage, 2012).
O programa WebLogo gera representac¸o˜es gra´ficas de padro˜es de alinhamentos, e pode
ser utilizado na versa˜o dispon´ıvel na internet ou na versa˜o local (WebLogo-homepage,
2012). Com ele e´ poss´ıvel obter uma descric¸a˜o precisa da similaridade entre sequ¨eˆncias.
As representac¸o˜es gra´ficas sa˜o feitas na forma de logos que se consistem em pilhas de
letras, sendo estas compostas por aminoa´cidos ou nucleot´ıdeos, dependendo do arquivo
de entrada. A interpretac¸a˜o dos logos produzidos por este programa e´ a mesma, tanto
para arquivos de nucleot´ıdeos quanto para arquivos de aminoa´cidos. O tamanho da pilha
existente em cada posic¸a˜o do logo indica a conservac¸a˜o da sequ¨eˆncia em bits. Quanto
maior a altura da pilha, mais conservada e´ a sequ¨eˆncia naquela posic¸a˜o, por conseguinte,
quanto menor e´ a pilha, menos conservada e´ a sequ¨eˆncia nesta posic¸a˜o. Por sua vez, o
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tamanho de cada letra dentro da pilha reflete a sua frequ¨eˆncia relativa naquela posic¸a˜o,
quanto maior a letra, maior e´ sua frequ¨eˆncia. A conservac¸a˜o da sequ¨eˆncia numa deter-
minada posic¸a˜o do alinhamento e´ a diferenc¸a entre a entropia de Shannon ma´xima para
aquela posic¸a˜o e a entropia da distribuic¸a˜o observada, como descrito na equac¸a˜o a seguir
(Crooks et al., 2004).
Rseq = Smax − Sobs




Rseq: conservac¸a˜o da sequ¨eˆncia numa determinada posic¸a˜o
Smax: entropia ma´xima
Sobs: entropia observada
pn: frequ¨eˆncia observada do s´ımbolo n
N : nu´mero de s´ımbolos distintos para dado tipo de sequ¨eˆncia, quatro para DNA/RNA
e 20 para prote´ınas, consequ¨entemente: Smax para DNA/RNA e´ log2 4 = 2 bits e log2 20 =
4.32 bits para prote´ınas
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5 Resultados
Neste cap´ıtulo sera˜o descritos os resultados que obtivemos nesta pesquisa, por meio
das abordagens experimental e computacional. Os to´picos trabalhados sera˜o a preparac¸a˜o
das amostras para sequ¨enciamento de alto-desempenho com a introduc¸a˜o de barcodes de
identificac¸a˜o, o sequ¨enciamento com plataforma Illumina e a ana´lise computacional.
5.1 Preparac¸a˜o de amostras com a introduc¸a˜o de bar-
codes de identificac¸a˜o
O primeiro passo realizado para ana´lise das bibliotecas de estudo foi a construc¸a˜o
de iniciadores de amplificac¸a˜o que possu´ıssem marcac¸o˜es, de modo que fosse poss´ıvel
sequ¨enciar todas as amostras na mesma corrida de sequ¨enciamento Illumina. Tal me´todo
de marcac¸a˜o por barcoding ja´ foi descrito por diversos grupos de pesquisa que mostraram
que isso reduziu drasticamente os custos do sequ¨enciamento (Tu et al., 2012; Hamady
et al., 2008), o que foi um motivo importante para o grupo no momento de escolha
dessa metodologia. Neste trabalho, os co´digos indicativos de cada biblioteca, ou barcodes,
foram introduzidos por meio da modificac¸a˜o de iniciadores da PCR de amplificac¸a˜o das
amostras, um me´todo que ja´ foi descrito anteriormente (Smith et al., 2010). Obtivemos
com essa te´cnica regio˜es amplificadas de 77 pares de base, de forma que os produtos
de PCR pudessem ser completamente identificados nas sequ¨eˆncias geradas a partir da
plataforma Illumina.
Os barcodes desenvolvidos neste trabalho consistem em mutac¸o˜es no iniciador senso
de amplificac¸a˜o de cada biblioteca em relac¸a˜o ao segmento geˆnico do arcabouc¸o corres-
pondente, segmento germinal de VH10 ou de VH4 (figura 8). Dessa forma e´ poss´ıvel
se distinguir uma biblioteca da outra por meio de dois nucleot´ıdeos, no mı´nimo. Para
se distinguir um ciclo do outro, existem os dois barcodes, e para se distinguir um arca-
bouc¸o do outro, por exemplo, a biblioteca VH4 ciclo zero da biblioteca VH10 ciclo zero,
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existem, ale´m dos dois barcodes, as diferenc¸as intr´ınsecas aos segmentos germinais. Ja´
foram relatados na literatura barcodes com uma resoluc¸a˜o de quatro nucleot´ıdeos para a
diferenciac¸a˜o de 48 bibliotecas (Parameswaran et al., 2007), o que demonstra que a re-
soluc¸a˜o de dois nucleot´ıdeos utilizada neste trabalho e´ suficiente para a identificac¸a˜o das
quatro bibliotecas. Essa metodologia de construc¸a˜o dos iniciadores foi usada com sucesso
para preparac¸a˜o de amostras para a plataforma Illumina em outros projetos do grupo de
Biologia Molecular da Universidade de Bras´ılia.
Figura 8: Alinhamento dos segmentos germinais de VH10 e VH4, iniciadores
com barcodes e clones positivos do sequ¨enciamento ABI. Neste alinhamento, o
consenso escolhido foi o VH10 germinal, sendo que nucleot´ıdeos iguais sa˜o simbolizados por
pontos, e mutac¸o˜es por nucleot´ıdeos. O iniciador reverso e´ comum a todas as bibliotecas.
Primeiramente, o DNA contendo as bibliotecas de estudo foi obtido, o qual foi enta˜o,
utilizado como substrato em reac¸o˜es de PCR. Dessas reac¸o˜es foram obtidos produtos de
tamanho adequado, considerando que os fragmentos foram planejados para possuir 77 pb
(figura 9), o que indicou que a amplificac¸a˜o da porc¸a˜o correspondente a` CDR H3 foi bem
sucedida. Esta amplificac¸a˜o foi feita ainda com a enzima Platinum R©Taq DNA polimerase
da Invitrogen, que assegura seis vezes mais fidelidade do produto de polimerizac¸a˜o a` fita
molde do que enzimas Taq DNA polimerases convencionais (Platinum-homepage, 2012).
Isso foi feito para diminuir a taxa de erros de incorporac¸a˜o de bases, especialmente no caso
dos barcodes, para que as bibliotecas pudessem ser corretamente identificadas no pipeline
computacional.
Para certificar que essa estrate´gia realmente possibilitaria a distinc¸a˜o de uma bibli-
oteca da outra in silico, foram feitos procedimentos de clonagem seguidos de sequ¨enci-
amento Sanger ABI. Treˆs bibliotecas foram sequ¨enciadas dessa forma, sendo estas VH4
ciclo zero, VH10 ciclo zero e VH10 ciclo quatro. No alinhamento dos clones represen-
tativos de cada uma dessas treˆs bibliotecas com os iniciadores e os segmentos germinais








Figura 9: Gel de agarose 4% da reac¸a˜o de amplificac¸a˜o das bibliotecas de estudo.
Ordem do gel: 1) VH4 ciclo zero, 2) VH10 ciclo zero, 3) VH4 ciclo quatro, 4) VH10
ciclo quatro, M1) marcador 100 bp Promega R©, M2) marcador low mass DNA ladder
Promega R©.
foram corretamente inseridos, e que as bibliotecas puderam ser facilmente identificadas.
Apesar de a biblioteca VH4 ciclo quatro na˜o ter sido analisada nestes experimentos, os
resultados das outras bibliotecas indicaram condic¸o˜es apropriadas para o sequ¨enciamento
em plataforma de alto-desempenho.
5.2 Panorama geral das sequ¨eˆncias Illumina
Foram obtidas do sequ¨enciamento Illumina um total de 193.208.120 sequ¨eˆncias de
150 pares de base em formato FASTQ. Estas sequ¨eˆncias foram recebidas na forma de dez
arquivos compactados, sendo metade deles pertencentes a um grupo de sequ¨enciamento
e a outra metade pertencente a outro, cada grupo contendo 96.604.060 sequ¨eˆncias. Esses
dois grupos, denominados R1 e R2, foram criados devido a` te´cnica de sequ¨enciamento
utilizada (paired-end), especificada no item 4.1.2.10 do cap´ıtulo 4, na qual cada sequ¨eˆncia
e´ lida duas vezes em ambos os sentidos senso e reverso (Illumina-homepage, 2012).
Como os produtos das PCRs estavam completamente inseridos nas sequ¨eˆncias produ-
zidas, foram obtidos ao final duas co´pias da mesma sequ¨eˆncia, cada uma vinda de um dos
sentidos do sequ¨enciamento. Portanto, as sequ¨eˆncias dos dois grupos se complementaram,
de forma que a baixa qualidade na sequ¨eˆncia de um dos grupos poˆde ser compensada pela
sequ¨eˆncia correspondente do segundo grupo. Dessa forma foi poss´ıvel aumentar ainda
mais o espac¸o amostral das bibliotecas, e consequ¨entemente, aumentar a confiabilidade
dos resultados.
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As sequ¨eˆncias recebidas foram submetidas a uma avaliac¸a˜o geral inicial de qualidade
com o programa FastQC. Esta etapa foi sugerida num pipeline de ana´lise de RNA-seq, mas
tambe´m pode ser adequada a qualquer outro pipeline de ana´lise de sequ¨eˆncias de plata-
forma Illumina (Young, 2011). Por meio dessa ana´lise foi poss´ıvel observar a composic¸a˜o
de qualidade geral das sequ¨eˆncias, e tambe´m planejar os paraˆmetros de filtragem mais
adequadamente (tais paraˆmetros se encontram descritos no item 4.2.1.1 do cap´ıtulo 4). A
t´ıtulo de exemplificac¸a˜o, temos a qualidade me´dia das sequ¨eˆncias do primeiro arquivo do
grupo R1 (figura 10). Percebe-se neste caso que a maioria das sequ¨eˆncias tem qualidade
Phred acima do padra˜o estabelecido neste trabalho, que foi de 20, o que corresponde a
uma acura´cia de leitura de bases de 99%. Isso indica que o sequ¨enciamento Illumina das
amostras desse trabalho foi bem sucedido.
Por sua vez, para o primeiro arquivo do grupo R2 em relac¸a˜o a` qualidade por posic¸a˜o
na janela de 150 bases (figura 11), percebe-se que ate´ a posic¸a˜o 120, a qualidade esta´ acima
do padra˜o, pore´m, no intervalo de 120 a 150, a qualidade me´dia decresce consideravel-
mente. Essa queda na˜o trouxe preju´ızo para as ana´lises, ja´ que as sequ¨eˆncias de interesse
se situavam antes da posic¸a˜o 100 da janela. De fato, esse resultado auxiliou na escolha de
um dos paraˆmetros da filtragem, o de 30 bases no ma´ximo com qualidade abaixo do valor
mı´nimo estabelecido (item 4.2.1.1 do cap´ıtulo 4). Esse paraˆmetro possibilitou a inclusa˜o
das sequ¨eˆncias com queda de qualidade no final e na˜o causou problemas de confiabilidade
nos dados, ja´ que as regio˜es de interesse, CDR H3, se situavam antes da posic¸a˜o 100 na
janela, onde na˜o foi observada queda de qualidade.
As sequ¨eˆncias de cada um dos dez arquivos foram filtradas dessa forma, sendo que de
um total de 96.604.060 sequ¨eˆncias do grupo R1, 83.303.391 passaram pelo filtro, o que
representa 86,23% do total. Ja´ para o grupo de sequ¨eˆncias R2, de um total de 96.604.060
sequ¨eˆncias, 67.891.324 passaram pelo filtro, o que representa 70,28%. Apo´s a filtragem,
passou-se a` pro´xima etapa do pipeline de Bioinforma´tica, correspondente a` classificac¸a˜o.
5.3 Classificac¸a˜o das sequ¨eˆncias entre as bibliotecas
A classificac¸a˜o das sequ¨eˆncias entre as bibliotecas de estudo foi feita na forma da iden-
tificac¸a˜o dos co´digos indicativos de cada biblioteca, os barcodes, por meio de expresso˜es
regulares de forma a na˜o permitir nenhuma modificac¸a˜o, ou mismatch (como descrito
no item 4.2.1.2 do cap´ıtulo 4). Por meio dessa abordagem, foi calculado que apenas
6,34% das sequ¨eˆncias filtradas do grupo R1 e 5,95% das do grupo R2 na˜o puderam ser
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Distribuição de qualidade média das seqüências 












Qualidade média por seqüência 
Figura 10: Qualidade Phred me´dia das sequ¨eˆncias do primeiro arquivo do grupo
R1 do sequ¨enciamento Illumina. O padra˜o estabelecido neste trabalho foi o de qua-
lidade Phred acima de 20. Figura adaptada da sa´ıda do programa FastQC.




















Posição da base na janela (pb) 
Figura 11: Qualidade Phred por base ao longo da janela de 150 bases do pri-
meiro arquivo do grupo R2 do sequ¨enciamento Illumina. A linha central vermelha
e´ a mediana da qualidade, as caixas amarelas representam a variac¸a˜o de qualidade dentro
do quarto de 25 a 75% das sequ¨eˆncias, as linhas pretas, a variac¸a˜o entre 10 e 90% das
sequ¨eˆncias e a linha azul representa a me´dia da qualidade. Figura adaptada da sa´ıda do
programa FastQC.
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classificadas entre as quatro bibliotecas de estudo (tabela 5), ou seja, mais de 93% das
sequ¨eˆncias mantidas apo´s a filtragem foram classificadas. Foi visto tambe´m que a maioria
das sequ¨eˆncias foram classificadas como VH10, ciclo zero ou quatro. No entanto, isso na˜o
trouxe preju´ızo, pois a distribuic¸a˜o dos dados obtidos proporcionou condic¸o˜es adequadas
para se analisar como ocorreu a selec¸a˜o de pept´ıdeos contra DNA, dentre outras ana´lises.
Tabela 5: Contagem de sequ¨eˆncias classificadas em cada biblioteca apo´s o filtro de qua-
lidade e frequ¨eˆncia destas relativa ao total de sequ¨eˆncias mantidas apo´s o filtro, para os
grupos R1 e R2 do sequ¨enciamento Illumina.
Classificac¸a˜o das Nu´mero de sequ¨eˆncias Frequ¨eˆncia de sequ¨eˆncias
sequ¨eˆncias entre as classificadas por grupo classificadas por grupo
bibliotecas de estudo R1 R2 R1 R2
VH4 ciclo zero 12.307.946 9.696.207 14,78% 14,28%
VH4 ciclo quatro 7.833.979 6.229.236 9,40% 9,18%
VH10 ciclo zero 26.759.708 22.120.439 32,12% 32,58%
VH10 ciclo quatro 31.117.811 25.804.866 37,35% 38,01%
Na˜o-classificadas 5.283.947 4.040.576 6,34% 5,95%
Total de sequ¨eˆncias mantidas 83.303.391 67.891.324 100,0% 100,00%
Comparando-se as sequ¨eˆncias u´nicas de CDR H3 dos grupos R1 e R2, foi visto que al-
gumas foram identificadas em somente um grupo. Portanto, para aumentar a quantidade
de informac¸a˜o para ana´lise, aquelas so´ identificadas no grupo R2 foram acrescidas ao R1.
O total de sequ¨eˆncias foi enta˜o contabilizado, tanto na forma de nucleot´ıdeos quanto na
forma de pept´ıdeos (tabela 6). O aumento em relac¸a˜o a`s sequ¨eˆncias identificadas somente
no grupo R1 foi de 10,9% em VH4 ciclo zero, 7,8% em VH4 ciclo quatro, 4,4% em VH10
ciclo zero e 4,9% em VH10 ciclo quatro (tabela 6).
Tabela 6: Nu´mero de sequ¨eˆncias u´nicas de CDR H3 em cada uma das quatro bibliotecas
de estudo considerando os grupos R1 e R2 do sequ¨enciamento Illumina.
Biblioteca
R1 - total de R2 - total de U´nicas Sequ¨eˆncias Sequ¨eˆncias
sequ¨eˆncias sequ¨eˆncias de R21 (nc)2 (pt)3
VH4 ciclo zero 34.839 10.084 3.798 38.637 22.733
VH4 ciclo quatro 21.157 4.547 1.654 22.811 12.459
VH10 ciclo zero 87.527 13.624 3.858 91.385 35.778
VH10 ciclo quatro 90.233 15.964 4.377 94.610 36.162
1Nu´mero de sequ¨eˆncias u´nicas de R2, que na˜o foram identificadas em R1
2Total de sequ¨eˆncias de nucleot´ıdeos de cada biblioteca apo´s a inclusa˜o das sequ¨eˆncias u´nicas de R2 nas listadas em R1
3Total de sequ¨eˆncias de aminoa´cidos de cada biblioteca
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5.4 Ana´lise de composic¸a˜o da regia˜o correspondente
a` CDR H3
A divergeˆncia de Kullback-Leibler pode ser utilizada nas mais diversas ana´lises nas
a´reas de Biologia Molecular e Genoˆmica, como por exemplo, para a compreensa˜o do pro-
cesso de transfereˆncia horizontal de genes em bacte´rias (Bohlin et al., 2012), onde as
sequ¨eˆncias de estudo foram comparadas com sequ¨eˆncias randoˆmicas. O mesmo princ´ıpio
foi utilizado neste trabalho ao se comparar as distribuic¸o˜es previstas com as distribuic¸o˜es
observadas dos nucleot´ıdeos e aminoa´cidos que compo˜em a CDR H3 das quatro biblio-
tecas de estudo. Por meio dessa abordagem, foi poss´ıvel obter uma caracterizac¸a˜o mais
ampla das bibliotecas, de forma a analisar o qua˜o pro´ximas as do ciclo zero chegaram a`
diversidade almejada e de que forma ocorreu a selec¸a˜o das bibliotecas do ciclo quatro.
Tomando as probabilidades observadas nas bibliotecas do ciclo zero e comparando-
as com as probabilidades esperadas no desenho de construc¸a˜o (figura 7), temos que a
biblioteca VH4 se aproximou mais a` construc¸a˜o almejada do que VH10 (figura 12a).
Levando em considerac¸a˜o que as distribuic¸o˜es de aminoa´cidos divergem sensivelmente
nessas duas bibliotecas iniciais, para se avaliar como ocorreu a selec¸a˜o das bibliotecas
do ciclo quatro, foram comparadas as probabilidades observadas nessa etapa de selec¸a˜o
com as probabilidades esperadas do ciclo zero de cada arcabouc¸o, como especificado no
item 4.2.2.3 do cap´ıtulo 4. Dessa forma, a comparac¸a˜o e´ feita entre os ciclos do mesmo
arcabouc¸o, e e´ poss´ıvel observar como ocorreu a selec¸a˜o dentro desse contexto. O que pode
ser observado com essa abordagem e´ que VH4 ciclo quatro se afastou consideravelmente
do modelo previsto em VH4 ciclo zero, e que a distribuic¸a˜o de probabilidades observada
em VH10 ciclo quatro se manteve extremamente semelhante a` distribuic¸a˜o esperada no
modelo previsto no ciclo zero desse arcabouc¸o (figura 12b).
Outra abordagem utilizada para a caracterizac¸a˜o das bibliotecas foi a produc¸a˜o de
logos pelo programa WebLogo. Os logos sa˜o representac¸o˜es bastante informativas, que
possibilitam a visualizac¸a˜o de padro˜es de alinhamentos e do estado de conservac¸a˜o da
sequ¨eˆncia em cada posic¸a˜o da janela (Kumar, Ravunny e Chakraborty, 2011), como des-
crito no item 4.2.2.4 do cap´ıtulo 4. Por meio dessa metodologia, foi poss´ıvel observar a
distribuic¸a˜o de bases da regia˜o correspondente a` CDR H3 das bibliotecas primordiais e
selecionadas (figura 13). No geral pode ser observado que a biblioteca VH4 ciclo zero e´
menos conservada que as outras (figura 13b), e que as distribuic¸o˜es de nucleot´ıdeos das
bibliotecas VH4 ciclo quatro e VH10 ciclos zero e quatro sa˜o extremamente semelhantes






























Posição	  na	  janela	  
VH4	  ciclo	  zero	  



























Posição	  na	  janela	  
VH4	  ciclo	  quatro	  
VH10	  ciclo	  quatro	  
(b)
Figura 12: Divergeˆncia de Kullback-Leibler de cada posic¸a˜o na janela de
aminoa´cidos para as quatro bibliotecas de estudo. (a) Divergeˆncia de Kullback-
Leibler para os aminoa´cidos de VH4 ciclo zero e VH10 ciclo zero utilizando como probabi-
lidades previstas as do desenho de construc¸a˜o, que se encontram descritas na figura 7. (b)
Divergeˆncia de Kullback-Leibler para os aminoa´cidos de VH4 ciclo quatro e VH10 ciclo
quatro utilizando como probabilidades previstas as do ciclo zero de cada arcabouc¸o.
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NNS NNS NNS NNS NNS NNS KBG HTK GMT 
     N – A, C, G ou T 
     B – C, G ou T 
     H – A, C ou T 
     S – C ou G 
     K – G ou T     
     M – A ou C 
(a)
NNS NNS NNS NNS NNS NNS KBG HTK GMT 
     N – A, C, G ou T 
     B – C, G ou T 
     H – A, C ou T 
     S – C ou G 
     K – G ou T     
     M – A ou C 
(b)
     N – A, C, G ou T 
     B – C, G ou T 
     H – A, C ou T 
     S – C ou G 
     K – G ou T     
     M – A ou C 
NNS NNS NNS NNS NNS NNS KBG HTK GMT 
(c)
NNS NNS NNS NNS NNS NNS KBG HTK GMT 
     N – A, C, G ou T 
     B – C, G ou T 
     H – A, C ou T 
     S – C ou G 
     K – G ou T     
     M – A ou C 
(d)
NNS NNS NNS NNS NNS NNS KBG HTK GMT 
     N – A, C, G ou T 
     B – C, G ou T 
     H – A, C ou T 
     S – C ou G 
     K – G ou T     
     M – A ou C 
(e)
Figura 13: Composic¸a˜o de nucleot´ıdeos da regia˜o correspondente a` CDR H3
das bibliotecas estudadas. Composic¸a˜o de nucleot´ıdeos (a) do modelo planejado para
as bibliotecas do ciclo zero (representado na figura 7), e das famı´lias (b) VH4 ciclo zero,
(c) VH10 ciclo zero, (d) VH4 ciclo quatro e (e) VH10 ciclo quatro. N representa as bases
A, C, G ou T, S representa G ou C, K representa G ou T, B representa C, G ou T, H
representa A, C ou T e M representa A ou C.
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Ale´m dos logos das quatro bibliotecas de estudo, foi criado tambe´m um logo, fi-
gura 13a, para a distribuic¸a˜o planejada de nucleot´ıdeos dos ciclos zero (figura 7). Essa
distribuic¸a˜o planejada pode ser percebida nos logos das bibliotecas correspondentes ao
ciclo zero (figuras 13b e 13c), ainda que VH10 seja mais conservada. O modelo foi
constru´ıdo de forma a possuir bases fixas nas posic¸o˜es 21, 23, 25 e 27, o que poˆde ser
observado em todas as bibliotecas (figuras 13b, 13c, 13d e 13e). Em adic¸a˜o, ate´ a posic¸a˜o
18 da sequ¨eˆncia, foram desenhados no modelo seis co´dons NNS, sendo N representativo
de quatro bases e S de duas. A partir disso, era esperado que, nas bibliotecas do ciclo
zero, posic¸o˜es S fossem mais conservadas e compostas de Gs e Cs, enquanto que as outras
posic¸o˜es deveriam ser menos conservadas e possuir composic¸a˜o mais distribu´ıda das qua-
tro bases (figura 13a). Isso foi confirmado nas bibliotecas do ciclo zero, apesar de VH10
possuir maior conservac¸a˜o do que o esperado nas posic¸o˜es N da janela.
Outra observac¸a˜o e´ que na posic¸a˜o quatro de todas as bibliotecas, C prevaleceu em
detrimento das outras treˆs bases, especialmente em VH10 ciclo zero, VH10 ciclo quatro
e VH4 ciclo quatro (figuras 13c, 13d e 13e). Essa prevaleˆncia de C nessa posic¸a˜o pode
explicar a predominaˆncia dos res´ıduos Leucina, Glutamina e Histidina na segunda posic¸a˜o
da CDR H3 das bibliotecas primordiais, ja´ que estes treˆs aminoa´cidos sa˜o codificados
pelos co´dons CUN e CAN. Essa predominaˆncia de res´ıduos na posic¸a˜o dois sera´ refletida
na distribuic¸a˜o da CDR H3 das sequ¨eˆncias selecionadas, especialmente em VH10, o que
sera´ discutido no item 5.7 deste cap´ıtulo.
5.5 Variabilidade das bibliotecas de estudo
A hipo´tese de que a famı´lia VH10 apresenta tendeˆncia intr´ınseca de ligac¸a˜o a a´cidos
nucle´icos na˜o poˆde ser confirmada anteriormente por trabalhos do grupo de Imunologia
Molecular da Universidade de Bras´ılia (Guedes, 2009), pois uma amostragem muito redu-
zida de clones foi obtida, como discutido na sec¸a˜o 2.3 do cap´ıtulo 2. Com a nova te´cnica
de sequ¨enciamento empregada neste trabalho, foi poss´ıvel se abranger esses resultados
anteriores, o que possibilitou ana´lises mais profundas, como a de variabilidade das biblio-
tecas de estudo. Isso foi feito a partir de duas abordagens, o ca´lculo de sequ¨eˆncias u´nicas
de CDR H3 em cada biblioteca, e o ca´lculo da entropia de cada biblioteca.
Na primeira abordagem (figura 14), pode ser visto que o nu´mero de sequ¨eˆncias u´nicas
no ciclo zero e´ superior ao nu´mero de sequ¨eˆncias u´nicas no ciclo quatro, tanto em VH4
quanto em VH10. Isso vai de acordo com o esperado, ja´ que as bibliotecas do ciclo zero so-
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freram selec¸a˜o durante o procedimento de phage display. Por outro lado, para se avaliar a
real variabilidade de cada uma das construc¸o˜es, foi calculada a entropia total (figura 15).
Por meio dessa abordagem, pode ser visto que VH4 ciclo quatro e´ menos varia´vel que
VH4 ciclo zero e que VH10 ciclo quatro e´ ta˜o varia´vel quanto VH10 ciclo zero, o que
vai de acordo com a hipo´tese inicial do trabalho. Todavia, e´ importante frisar que VH4
ciclo zero ja´ foi constru´ıda sendo mais varia´vel que VH10 ciclo zero, o que vai contra o
almejado de que essas construc¸o˜es fossem igualmente varia´veis. Finalmente, as variabili-


























Figura 14: Nu´mero de sequ¨eˆncias pept´ıdicas u´nicas de CDR H3 em cada bibli-





















Figura 15: Entropia total de cada biblioteca de estudo, calculada a partir das
sequ¨eˆncias pept´ıdicas de CDR H3.
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Uma outra ana´lise foi feita para avaliar a profundidade alcanc¸ada no sequ¨enciamento
de alto-desempenho e consistiu na comparac¸a˜o do nu´mero de sequ¨eˆncias u´nicas e em
comum entre as bibliotecas de estudo (figura 16). Foi encontrado a partir desse experi-
mento uma intersecc¸a˜o pequena entre os pept´ıdeos dos ciclos zero e quatro, tanto para
VH4 quanto para VH10 (figura 16a). O mesmo pode ser observado em relac¸a˜o a` inter-
secc¸a˜o dos ciclos zero de ambos os arcabouc¸os (figura 16b). Sabe-se que a s´ıntese das
bibliotecas do ciclo zero foi feita da mesma forma, o que significa que os universos de
sequ¨eˆncias desses grupos sa˜o basicamente iguais. Ale´m disso, as bibliotecas de pept´ıdeos
do ciclo quatro tiveram origem nas do ciclo zero, apo´s selec¸a˜o contra DNA. Levando
tudo isso em considerac¸a˜o, pode-se concluir, que o sequ¨enciamento, apesar de todo o seu
potencial, na˜o poˆde abranger completamente a diversidade de sequ¨eˆncias existente nas
amostras de estudo.
Quando se compara os dois arcabouc¸os no ciclo quatro (figura 16b), percebe-se que
o nu´mero de sequ¨eˆncias u´nicas de VH10 e´ muito superior ao de VH4 e tambe´m que
existe um considera´vel nu´mero de sequ¨eˆncias em comum. Essa perspectiva foi prevista na
abordagem experimental inicial desta pesquisa (figura 4), quando se presumiu que haveria
uma quantidade maior de CDRs H3 compat´ıveis com VH10 (Guedes, 2009), to´pico que
foi abordado no itens 2.1 e 2.3 do cap´ıtulo 2.
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Intersecção e seqüências únicas de cada ciclo 
VH4 ciclo zero 
VH4 ciclo quatro 
7.182	  
22.111	  
15.551	   5.277	  
13.667	   14.051	  
(a)
Intersecção e seqüências únicas de cada arcabouço 
VH4 ciclo zero 
VH4 ciclo quatro 
VH10 ciclo zero 
VH10 ciclo quatro 
10.917	  
10.473	  
11.816	   24.861	  
1.986	   25.689	  
(b)
Figura 16: Comparac¸a˜o de sequ¨eˆncias u´nicas e em comum entre as quatro
bibliotecas de estudo. (a) Sequ¨eˆncias u´nicas e em comum entre os ciclos de selec¸a˜o de
VH4 e VH10. (b) Sequ¨eˆncias u´nicos e em comum entre os arcabouc¸os nos ciclos zero e
quatro.
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5.6 Selec¸a˜o de pept´ıdeos contra DNA
Os pro´ximos experimentos feitos neste trabalho tiveram como objetivo a ana´lise da
selec¸a˜o de sequ¨eˆncias. Ravn e colaboradores utilizaram em 2010 o crite´rio de frequ¨eˆncia
na biblioteca final para estabelecer quais sequ¨eˆncias foram mais selecionadas. Pore´m
esse paraˆmetro na˜o seria adequado nesta pesquisa, pois existem duas sequ¨eˆncias que ja´
predominavam as amostras ainda no ciclo zero, tanto em VH4 quanto em VH10. Levando
isso em considerac¸a˜o, foi utilizado o crite´rio de enriquecimento para estabelecer o grau de
selec¸a˜o de uma determinada sequ¨eˆncia. O enriquecimento foi definido como o nu´mero de
vezes que uma sequ¨eˆncia era vista no ciclo quatro dividido pelo nu´mero de vezes que a
mesma sequ¨eˆncia era vista no ciclo zero, como explicitado no item 4.2.2.2 do cap´ıtulo 4.
Algumas sequ¨eˆncias so´ apareciam em um dos ciclos, e para na˜o exclu´ı-las da ana´lise,
decidiu-se considerar o valor de na˜o-aparecimento como sendo igual a um. Isso foi feito
partindo-se da premissa de que todos as sequ¨eˆncias do ciclo quatro foram originadas do
ciclo zero e de que todos as sequ¨eˆncias do ciclo zero sofreram selec¸a˜o, sendo esta negativa,
positiva ou neutra. Considerou-se que a sequ¨eˆncia que na˜o apareceu num dos ciclos na˜o
foi revelada por falta de resoluc¸a˜o, mesmo com o potencial da te´cnica de sequ¨enciamento
de alto-desempenho empregada. Por meio dessa abordagem, foi poss´ıvel aumentar com
sucesso a amostragem de sequ¨eˆncias com enriquecimento positivo e negativo (tabela 7),
o que foi muito importante para a avaliac¸a˜o mais completa do conjunto de CDRs. Ana-
lisando esses dados juntamente com o perfil dos pept´ıdeos que tiveram enriquecimento
na˜o-neutro de VH4 e VH10 (tabela 7 e figura 17), observamos que VH4 possui um grupo
maior de sequ¨eˆncias selecionadas negativamente e um grupo menor de sequ¨eˆncias seleci-
onadas positivamente, quando comparado com os pept´ıdeos da famı´lia VH10.
Tabela 7: Contagem de sequ¨eˆncias com enriquecimento positivo, superior a 2,0, e nega-
tivo, inferior a 0,5, para VH4 e VH10. No experimento estringente, so´ foram consideradas
as sequ¨eˆncias que apareceram nos dois ciclos. Ja´ no inclusivo, as sequ¨eˆncias com apareci-
mento nulo em um dos ciclos foram considerados como possuindo valor igual a um.
Biblioteca VH4 estringente VH4 inclusivo VH10 estringente VH10 inclusivo
Enriqueci-
e < 0, 5 e > 2, 0 e < 0, 5 e > 2, 0 e < 0, 5 e > 2, 0 e < 0, 5 e > 2, 0
mento (e)
Nu´mero de
2.862 745 3.835 1.135 1.582 2.451 2.075 3.090
sequ¨eˆncias
Ale´m disso, e´ poss´ıvel analisar mais objetivamente a variabilidade dos grupos com
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Figura 17: Enriquecimento de sequ¨eˆncias apo´s selec¸a˜o contra DNA. Foi feita
uma sobreposic¸a˜o de todas as sequ¨eˆncias de VH4 e de VH10 que teˆm enriquecimento
positivo, acima de 2,0, e negativo, abaixo de 0,5, tendo sido exclu´ıdas as sequ¨eˆncias com
enriquecimento neutro.
enriquecimento na˜o-neutro de VH4 e VH10 por meio da observac¸a˜o dos valores de entropia
(figura 18). Percebe-se a partir disso que o grupo com enriquecimento negativo de VH4
e´ ta˜o varia´vel quanto a biblioteca VH4 ciclo zero, e que o grupo com enriquecimento
positivo e´ menos varia´vel que ambos. Por sua vez, o grupo negativo de VH10 tambe´m
e´ ta˜o varia´vel quanto a biblioteca VH10 ciclo zero, pore´m, o grupo positivo de VH10 e´
quase ta˜o varia´vel quanto ambos.
Outro ponto de ana´lise foi relacionado a`s sequ¨eˆncias com maior aparecimento nas bi-
bliotecas, as sequ¨eˆncias S(1) e S(2), correspondentes respectivamente aos clones VQQVN-
NALA e YLLSPLLLA. A sequ¨eˆncia S(2) foi aquela que teve a maior frequ¨eˆncia dentre as
analisadas por Guedes em 2009. Ela estava presente em todos os ciclos, tanto no contexto
de VH4 quanto no de VH10. Esse clone foi visto igualmente em grande frequ¨eˆncia em
todas as bibliotecas tambe´m neste trabalho, assim como o S(1) (figura 19), o qual tambe´m
foi observado por Guedes em 2009, pore´m na˜o com tanta frequ¨eˆncia quanto S(2).
Ambas essas sequ¨eˆncias dominantes formaram scFvs que se mostraram ligantes a
DNA em experimentos de phage ELISA feitos por Guedes em 2009, tanto em contexto
da famı´lia VH10 quanto em contexto da famı´lia VH4. Entretanto, apesar de aparecer
em grande frequ¨eˆncia e tambe´m de ter se mostrado ligante a DNA pelos ca´lculos de en-
riquecimento, foi observado que S(2) teve selec¸a˜o neutra nos contextos das duas famı´lias

























Figura 18: Entropia total das bibliotecas do ciclo zero de VH4 e VH10 e dos































Figura 19: Distribuic¸a˜o de frequ¨eˆncias de aparecimento dos dois clones domi-
nantes nas bibliotecas de estudo: S(1), correspondente a VQQVNNALA, e
S(2), correspondente a YLLSPLLLA.
Tabela 8: Enriquecimento dos dois clones mais aparentes nas bibliotecas estudadas.
Clone/Biblioteca VH4 VH10
S(1) VQQVNNALA 8,29 0,93
S(2) YLLSPLLLA 0,45 1,61
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5.7 Ana´lise de padro˜es em anticorpos ligantes a a´cidos
nucle´icos
Os resultados obtidos a partir dos ca´lculos de divergeˆncia de Kullback-Leibler (fi-
gura 12b), juntamento com aqueles obtidos a partir dos estudos de enriquecimento (fi-
guras 17 e 18), mostraram que o segmento germinal VH4 apresentou um universo mais
restrito de CDR H3 no grupo selecionado contra DNA. Portanto, o grupo de pept´ıdeos
com enriquecimento positivo em VH4 pode trazer alguma informac¸a˜o acerca de sequ¨eˆncias
de CDR H3 que apresentem caracter´ısticas de ligac¸a˜o a DNA. Os logos tambe´m foram
utilizados nessa ana´lise, na qual foram investigados os padro˜es das sequ¨eˆncias que tiveram
selec¸o˜es positiva, negativa e neutra em ambos os contextos dos segmentos germinais.
Alguns padro˜es se destacam ao se analisar a composic¸a˜o do grupo com selec¸a˜o positiva
em VH4, sendo o mais proeminente o padra˜o VQQVNNALA (figura 20a), cuja sequ¨eˆncia
coincide com a de um dos dois clones preponderantes vistos ao longo dessa pesquisa, o
clone S(1), o que foi previamente abordado no item 5.6 deste cap´ıtulo (tabela 8). Em
adic¸a˜o, esse resultado corrobora observac¸o˜es anteriores do grupo de Imunologia Molecular,
nas quais o scFv formado por essa CDR H3 em contexto de VH4 se mostrou ligante a
DNA (Guedes, 2009).
Como o DNA possui carga negativa, tambe´m era esperado se encontrar res´ıduos po-
sitivos no padra˜o de selec¸a˜o positiva desse segmento germinal. Pore´m, foi visto somente
sinais pouco frequ¨entes dos res´ıduos positivos Histidina, H, nas posic¸o˜es dois e cinco, e
Lisina, K, na posic¸a˜o seis, na˜o tendo sido observados sinais relevantes de Arginina, R, um
res´ıduo presente em anticorpos anti-DNA (Herron et al., 1991). Uma outra observac¸a˜o
em relac¸a˜o aos padro˜es de VH4, e´ que ha´ diferenc¸a substancial entre os padro˜es de selec¸a˜o
positiva e os padro˜es de selec¸a˜o negativa e neutra (figura 20), o que mostra que o universo
de CDR H3 em contexto de VH4 apo´s selec¸a˜o contra DNA se torna mais restrito.
Por sua vez, na˜o podem ser observadas em VH10 diferenc¸as significativas entre os
padro˜es de selec¸a˜o positiva, negativa e neutra (figura 21). A diferenc¸a entre os grupos
na˜o e´ ta˜o pronunciada, o que mostra que VH10 e´ um segmento germinal menos estrin-
gente que VH4 em relac¸a˜o a` dependeˆncia da CDR H3 para formar scFvs que apresentem











































































































































































































Figura 20: Distribuic¸a˜o de aminoa´cidos que compo˜em a CDR H3 de grupos de
selec¸a˜o contra DNA para VH4. (a) Sequ¨eˆncias de VH4 selecionadas positivamente.







































































































































































































Figura 21: Distribuic¸a˜o de aminoa´cidos que compo˜em a CDR H3 de grupos de
selec¸a˜o contra DNA para VH10. (a) Sequ¨eˆncias de VH10 selecionadas positivamente.




A variabilidade das bibliotecas originais de VH4 e VH10, correspondentes ao ciclo zero,
foram constru´ıdas na ordem de 107 cada uma (Guedes, 2009). A resoluc¸a˜o alcanc¸ada com
o sequ¨enciamento Illumina neste trabalho foi tambe´m na ordem de 107, pore´m, apesar de a
tecnologia de alto-desempenho ser extremamente abrangente, ainda assim na˜o foi poss´ıvel
abranger a totalidade da variabilidade das amostras. Isso pode ser explicado pois, ale´m
da grande diversidade inerente a`s amostras, as quatro bibliotecas foram sequ¨enciadas
juntas e foram encontradas ainda muitas repetic¸o˜es entre as sequ¨eˆncias. Todavia, ja´ foi
demonstrado na literatura que o sequ¨enciamento de nova-gerac¸a˜o e´ uma te´cnica adequada
para esse tipo de estudo, pois gera uma cobertura muito maior de bibliotecas de phage
display do que me´todos experimentais tradicionais. Neste estudo, viu-se que quatro das
dez sequ¨eˆncias mais frequ¨entes identificadas na plataforma Illumina e que reconheciam
o ant´ıgeno estudado na˜o foram identificados pelo me´todo de sequ¨enciamento tradicional
Sanger (Ravn et al., 2010).
Esse aumento da cobertura tambe´m foi observado no presente trabalho. Com a uti-
lizac¸a˜o da plataforma Illumina, foram identificadas dezenas de milhares de sequ¨eˆncias
para cada biblioteca de estudo (tabela 6). Pode ser dito que a ana´lise de cobertura das
bibliotecas foi de fato elevada a um novo patamar, considerando que anteriormente ti-
nham sido obtidos, por meio de clonagem e sequ¨enciamento Sanger tradicional, somente
nove clones de VH10 ciclo quatro e treˆs de VH4 ciclo quatro (tabela 2, Guedes, 2009).
Foi observado que as bibliotecas do ciclo zero, representadas nas figuras 13b e 13c, na˜o
sa˜o ta˜o diversas quanto o pretendido no desenho inicial, representado na figura 13a. Isso
pode ter ocorrido durante a s´ıntese de iniciadores que deu origem a`s bibliotecas do ciclo
zero, procedimento feito em um trabalho anterior do grupo de Imunologia Molecular,
ou enta˜o durante o processo de incorporac¸a˜o das sequ¨eˆncias nas part´ıculas virais, por
meio da infecc¸a˜o em bacte´rias, tambe´m feito anteriormente (Guedes, 2009). Ao longo do
processo de expressa˜o do scFv na superf´ıcie dos fagos, alguns paratopos se tornam menos
esta´veis que outros, enta˜o, determinados padro˜es de sequ¨eˆncias podem ter sido preteridos,
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se perdendo ao longo de todas essas etapas experimentais.
Na figura 15, foi visto que a biblioteca VH4 ciclo zero e´ mais varia´vel que as outras treˆs
bibliotecas de estudo, VH4 ciclo quatro e VH10 ciclos zero e quatro, e que essas treˆs u´ltimas
sa˜o igualmente varia´veis. Isso mostra que VH4 ja´ foi criada sendo mais varia´vel que VH10
ciclo zero, o que vai contra o almejado na construc¸a˜o dessas bibliotecas. Portanto, essa
abordagem na˜o pode ser utilizada para tirar concluso˜es acerca do processo de selec¸a˜o de
pept´ıdeos contra DNA nos contextos das famı´lias VH4 e VH10.
Ja´ analisando as sequ¨eˆncias dominantes do trabalho, S(1) VQQVNNALA e S(2)
YLLSPLLLA, pode-se dizer que S(2) e´ caracterizada por muitos res´ıduos hidrofo´bicos
enquanto que S(1) e´ caracterizada por res´ıduos mais polares, pore´m ainda assim forma
um pept´ıdeo na˜o carregado. Era esperado que estes pept´ıdeos tivessem carga mais posi-
tiva, ja´ que os scFvs formados por eles se mostraram ligantes a DNA, uma mole´cula de
carga negativa, em trabalho anterior do grupo de Imunologia (Guedes, 2009). E´ suge-
rido portanto que essas sequ¨eˆncias podem favorecer de alguma maneira a montagem de
part´ıculas virais no phage display, tornando-as mais esta´veis. Tal estabilidade pode ter
provocado ainda a grande frequ¨eˆncia desses pept´ıdeos observada nas amostras de estudo
(figura 19).
Ainda analisando a sequ¨eˆncia S(1), esta correspondeu ao padra˜o mais proeminente
observado nas sequ¨eˆncias com selec¸a˜o positiva em VH4: VQQVNNALA (figura 20a).
Isso sugere que essa CDR H3 pode possuir propriedades de reconhecimento a DNA. No
entanto, e´ importante frisar que toda a abordagem experimental produzida anteriormente
por Guedes em 2009 foi feita com o scFv fusionado ao fago via gene VIII, onde diversos
outros paraˆmetros tambe´m atuam, ale´m da afinidade do scFv ao ant´ıgeno. O gene VIII
codifica a prote´ına de caps´ıdeo do fago, e existem milhares de co´pias das prote´ınas de fusa˜o
desse gene com a sequ¨eˆncia de interesse. Portanto, ha´ mais chance do fago contendo as
prote´ınas de fusa˜o se ligar ao ant´ıgeno. Levando isso em considerac¸a˜o, uma investigac¸a˜o
mais profunda seria necessa´ria, para se avaliar a real afinidade a DNA do scFv formado
pela CDR H3 VQQVNNALA.
Trabalhos anteriores trazem a caracterizac¸a˜o de pept´ıdeos com comportamento de
ligac¸a˜o a a´cidos nucle´icos, como por exemplo, o 3D8, um scFv que reconhece e hidroliza
DNA. Sua estrutura foi determinada e comparada com os modelos BV04-01 e DNA-1,
os quais reconhecem DNA fita simples. Regio˜es de folhas-β se sobrepuseram entre os
pept´ıdeos 3D8 e BV04-01, pore´m foram encontradas diferenc¸as significativas entre as
CDRs. Foi visto tambe´m na estrutura do 3D8 que res´ıduos de Tirosina, Y, da CDR H3
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eram cr´ıticos para a interac¸a˜o com a mole´cula de DNA, e que esta era feita na forma
da alternaˆncia entre esses res´ıduos e as bases timinas do ant´ıgeno (Kim et al., 2006).
Outros trabalhos tambe´m mostraram que esses res´ıduos entram diretamente em contato
com o ligante (Jang e Stollar, 2003). Apesar de na˜o haver res´ıduos de Tirosina apa-
rentes nos padro˜es selecionados positivamente em VH4 neste trabalho, a sequ¨eˆncia S(2)
YLLSPLLLA, observada em grande frequ¨eˆncia tanto em VH4 quanto em VH10 (figura 8),
possui um res´ıduo de Tirosina na primeira posic¸a˜o, o qual pode auxiliar na interac¸a˜o com
mole´culas de DNA.
Ao se estudar anticorpos com afinidade a a´cidos nucle´icos, e´ importante se analisar a
estrutura do modelo BV04-01, um Fab proveniente de um auto-anticorpo que reconhece
DNA fita simples. Cristais desse pept´ıdeo foram obtidos na auseˆncia e presenc¸a de um
trinucleot´ıdeo de timinas, de forma a compreender a interac¸a˜o desse complexo. Ale´m de
ajustes sutis nas orientac¸o˜es dos domı´nios VL e VH, foram observadas modificac¸o˜es con-
formacionais na terceira alc¸a hipervaria´vel da cadeia pesada, o que aumentou a interac¸a˜o
do Fab com o ant´ıgeno. O trinucleot´ıdeo estava numa conformac¸a˜o extendida, de forma
que bases, ac¸u´cares e fofatos estivessem dispon´ıveis para ligac¸a˜o. Res´ıduos de Serina, S,
e Asparagina, N, estabilizaram a interac¸a˜o por meio de ligac¸o˜es de hidrogeˆnio com uma
mole´cula de fosfato, assim como uma Arginina, R, por meio da ligac¸a˜o ioˆnica com outro
grupo fosfato. Os contatos dominantes para a ligac¸a˜o foram a interposic¸a˜o entre a Timina
central e os ane´is de um Triptofano, W, e uma Tirosina, Y (Herron et al., 1991).
Em relac¸a˜o ao estudo de padro˜es, explicitado no item 5.7 do cap´ıtulo 5, foi observada
baixa frequ¨eˆncia de res´ıduos positivos no padra˜o de sequ¨eˆncias selecionadas positivamente
em VH4 (figura 20a), o que vai contra o esperado, ja´ que a selec¸a˜o foi feita contra uma
mole´cula de carga negativa, DNA. Isso pode ser explicado por dados da literatura, nos
quais foi sugerido que a CDR H3 interage com as bases nitrogenadas das sequ¨eˆncias de
a´cidos nucle´icos, e na˜o com a cadeia negativa de fosfato (Jang e Stollar, 2003). Ale´m
disso, ja´ foi observado tambe´m que diversos aminoa´cidos contribuem para a ligac¸a˜o a
DNA, sem haver a dominaˆncia de um res´ıduo espec´ıfico (Jang et al., 1998).
Ja´ na ana´lise de enriquecimento, observamos que, quando comparado com VH4, VH10
possui um grupo menor de sequ¨eˆncias selecionadas negativamente e um grupo maior
de sequ¨eˆncias selecionadas positivamente (figura 17). Ale´m disso, o grupo positivo em
VH4 e´ menos varia´vel que o grupo negativo, sendo este u´ltimo ta˜o varia´vel quanto a
biblioteca VH4 ciclo zero (figura 18). Ja´ em relac¸a˜o a` VH10, temos que o grupo positivo
apresenta variabilidade semelhante ao grupo negativo e a` biblioteca do ciclo zero de VH10
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(figura 18). Em adic¸a˜o, existem os resultados obtidos a partir do ca´lculo de divergeˆncia
de Kullback-Leibler aplicado aos ciclos quatro de ambas as famı´lias comparados com os
respectivos ciclos zero (figura 12b). Esses resultados mostraram que, em comparac¸a˜o com
a famı´lia VH10, o ciclo quatro de VH4 se afastou mais do modelo do ciclo zero. Todas
essas informac¸o˜es obtidas por meio dessas abordagens, de enriquecimento e divergeˆncia de
Kullback-Leibler, indicam que o processo de selec¸a˜o contra DNA aplicado a`s bibliotecas
do ciclo zero produziu universos diferentes de CDR H3 no contexto das famı´lias VH4 e
VH10. O segmento germinal VH10 se mostrou dependente de um universo menos restrito
de CDR H3 para reconhecer mole´culas de DNA, o que vai de acordo com a hipo´tese inicial
da pesquisa, na qual foi sugerido que VH10 apresenta reconhecimento a a´cidos nucle´icos
per se.
Ao contra´rio da famı´lia VH4, na˜o foram vistas em VH10 diferenc¸as significativas nos
padro˜es de CDR H3 das sequ¨eˆncias com selec¸a˜o positiva, negativa e neutra (figura 21).
Por outro lado, as diferenc¸as entre os grupos de VH4 sa˜o mais pronunciadas (figura 20).
Isso vai de acordo com o esperado levando-se em conta os resultados dos experimentos de
enriquecimento e divergeˆncia de Kullback-Leibler (figuras 17, 18 e 12b), que mostraram
que VH10 depende de um universo menos restrito de CDR H3 para reconhecer mole´culas
de DNA. Como este segmento germinal tem se mostrado menos seletivo, enta˜o, esses
padro˜es mostrados na figura 21 podem ter sido causados puramente por uma flutuac¸a˜o
natural do sistema, e na˜o pela selec¸a˜o restritiva dos scFvs contra DNA, como ocorreu com
VH4.
Os primeiros anticorpos com comportamento de ligac¸a˜o a a´cidos nucle´icos experimen-
talmente induzidos pertenciam a` famı´lia murina VH10, o que ja´ indicava que ela poderia
ter alguma implicac¸a˜o no reconhecimento de anticorpos a a´cidos nucle´icos (Br´ıgido e
Stollar, 1991). Todos os estudos realizados neste trabalho, especialmente os de enriqueci-
mento, divergeˆncia de Kullback-Leibler e ana´lise de padro˜es, demonstram que essa famı´lia
de fato tem relac¸a˜o com o reconhecimento dos scFvs a DNA. Propo˜e-se portanto que a
regia˜o correspondente ao segmento germinal VH10 confere aos anticorpos comportamento
de reconhecimento de a´cidos nucle´icos, o que na˜o ocorre com a regia˜o correspondente ao
segmento germinal VH4.
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7 Concluso˜es e Perspectivas
Neste cap´ıtulo final, sera˜o explicitadas as concluso˜es tiradas a partir dos resultados ob-
tidos neste trabalho, os quais foram mostrados e discutidos respectivamente nos cap´ıtulos
5 e 6. Sera˜o listadas tambe´m as perspectivas de continuidade desse trabalho.
7.1 Concluso˜es
Foi observado que a biblioteca VH4 ciclo zero e´ mais varia´vel que as outras treˆs bi-
bliotecas de estudo, VH4 ciclo quatro, VH10 ciclo zero e VH10 ciclo quatro, e que essas
u´ltimas sa˜o igualmente varia´veis. Por sua vez, foram vistas mais sequ¨eˆncias com enrique-
cimento negativo e menos sequ¨eˆncias com enriquecimento positivo no contexto da famı´lia
VH4, o que se mostrou o contra´rio quando no contexto de VH10. Por sua vez, os ex-
perimentos de Kullback-Leibler mostraram que, em comparac¸a˜o com a famı´lia VH10, o
ciclo quatro de VH4 se afastou mais do modelo do ciclo zero. Ja´ em relac¸a˜o aos clones
S(1) VQQVNNALA e S(2) YLLSPLLLA, com S(1) correspondendo ao padra˜o selecionado
positivamente em VH4, pode-se dizer que sa˜o padro˜es de CDR H3 que podem apresentar
comportamento de reconhecimento a DNA. Em adic¸a˜o, os padro˜es de sequ¨eˆncias selecio-
nadas positivamente e negativamente sa˜o muito diferentes em VH4 e muito semelhantes
em VH10. Pode-se dizer ainda que o segmento germinal VH4 e´ muito mais estringente
do que VH10, e exige um universo mais restrito de sequ¨eˆncias de CDR H3 para formar
scFvs que se liguem a DNA. Por fim, conclui-se que a regia˜o pept´ıdica correspondente
ao segmento germinal VH10 apresenta tendeˆncia intr´ınseca a reconhecer DNA, o que na˜o
ocorre no caso do segmento germinal VH4.
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7.2 Perspectivas
Como continuidade deste trabalho e´ proposto:
• Busca de determinantes espec´ıficos no segmento germinal VH10 que se liguem a
mole´culas de a´cidos nucle´icos ou que confiram propriedades de ligac¸a˜o ao anticorpo.
• Realizac¸a˜o de um estudo estrutural do pept´ıdeo de CDR H3 VQQVNNALA no con-
texto das famı´lias murinas VH4 e VH10, e estudo da interac¸a˜o tanto da CDR H3 quanto
do arcabouc¸o com a mole´cula de DNA.
• Disponibilizac¸a˜o dos scripts desenvolvidos e publicac¸a˜o das sequ¨eˆncias obtidas neste
trabalho num domı´nio da internet.
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